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La spermotoxine est un de ces poisons cellulaires (cyto- 
toxines) qui se développent dans le sang de l’animal aprés 
injection des éléments cellulaires correspondants. 

Ainsi des injections sous-cutanées ou intra-péritonéales de 
sang de lapin au cobaye produisent, dans le sang de ce dernier, 
une toxine spécifique qui dissout les globules rouges du lapin. 

On a obtenu par le méme procédé des sérums toxiques pour 
les spermatozoides, pour |’épithélium vibratile, pour les leuco- 
cytes, etc. 

Tous ces sérums sont strictement spécifiques; ainsi la sper- 
motoxine nest guére toxique pour les autres éléments cellu- 
laires. 

Nous, croyons pouvoir ne pas nous arréter sur lhistorique 
de la question, qu'on peut trouver exposé dans les travaux 
récents de MM. Metchnikoff, Bordet, Ehrlich et Morgenroth. 

fl suffit de noter que tous les sérums toxiques agissent par 
deux substances qu’ils contiennent : 1° par Valexine, présente 
dans le sérum de l’animal neuf, et 2° par la substance sensi- 
bilisatrice (ou intermédiaire d’Ehrlich), qui se développe dans 
le sérum des animaux injectés par les éléments cellulaires 
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correspondants. Ce n’est qu’en présence de ces deux substances 
que le sérum est actif. 


I 


SPERMOTOXINE 


C’est en 1899 que Landsteiner! découvrit la spermotoxine 
en injectant des spermatozoides du taureau au lapin. En méme 
temps, Metchnikoff. découvrit le sérum spermotoxique de 
homme et du lapin. Enfin, au commencement de cette année 
parut une étude intéressante de Moxter*, qui obtint un sérum 
spermotoxique par V’injection de spermatozoides du mouton au 
lapin. | 

De mon cété j’ai préparé un sérum toxigue pour les sper- 
imatozoides du cobaye. 

Dans mes expériences, j’ai employé les testicules et l’épidi- 
dyme du cobaye; je les broyais dans une petite quantité d’eau 
physiologique; je faisais passer cette émulsion a travers une 
toile métallique. 

Apres deux ou trois injections, le sérum du Japin avait 
acquis des nouvelles propriétés assez compliquées, et que je ne 
pus déméler de prime abord, parce que le sérum du lapin 
neuf est plus ou moins toxique pour les spermatozoides du 
cobaye. Ceux-ci, introduits dans le sérum de lapin en propor- 
tion de 1 pour 10 (1 goutte de sperme sur 10 gouttesde sérum) 
ineurent généralement en 4-5 minutes. 

Le sérum des lapins qui avaient été injectés avec le sperme de 
cobaye tue les spermatozoides en 3-4 minutes. La différence 
est done si insignifiante qu’il est impossible de distinguer le 
sérum du lapin neuf de celui du lapin traité. Mais il suffit de 
chauffer les deux a 56° pour que la différence entre eux saute 
aux yeux. Le sérum du lapin neuf, chauffé & cette température, 
perd ses propriétés loxiques, qui ne peuvent réapparaitre sous 
aucune condilion; par contre, le sérum du lapin traité, chauffé 
a 56°, redevient toxique quand on y ajoute du séram de 
cobaye (ce sérum n’est pas du tout toxique pour les spermato-= 
zoides du cobaye lui-méme). 

Ainsi, bien que la toxicité des deux sérums, de celui du 
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lapin neuf et du lapin traité, soit presque égale, néanmoins la 
différence entre ces sérums est trés accentuée : le premier ne 
contient pas de substance sensibilisatrice (ou Immunkorper) et 
ne peut étre reconstitué par l’addition de Valexine, tandis que le 
second sérum contient la substance sensibilisatrice, et sa toxi- 
cité peut étre facilement restituée. 

Il est évident que le sérum du lapin neuf est toxique grace 
a Valexine qu’il contient. 

‘ Lesérum du lapin traité contient, en plus de l’alexine, encore 
une nouvelle substance, commune a toutes les cytotoxines : la 
substance sensibilisatrice. 

Mais celle-ci ne peut agir qu’en présence de V’alexine qui se 
trouve aussi dans le sérum du cobaye neuf. 

Dans quelles proportions ces deux substances communiquent- 
elles au sérum sa plus grande toxicité? 

Afin de résoudre cette question, je prenais d’un cété le sérum 
Wun lapin traité, sérum chauffé a 56° et ne contenant par suite 
que la substance sensibilisatrice seule, et de l'autre coté le 
sérum de cobaye, sérum contenant Valexine seule. Je prenais 
différentes quantités des deux, et je les mélangeais en ajoutant 
une quantité donnée de spermatozoides de cobaye. 

Je détinissais le degré de toxicité par le laps de temps écoulé 
avant que tous les spermatozoides du mélange soient tués. 

Le tableau suivant fait voir les proportions dans lesquelles 
agissent les substances sensibilisatrices et l’alexine combinées, 
et le temps qu’elles prennent pour tuer les spermatozoides. 

Lorsque le sérum spermotoxique, chauffé a 56°, du lapin 
traité, et le sérum du cobaye neuf sont mélangés dans la pro- 
portion de 


40 a4. les spermatozoides tneurent en 40 minutes, 
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Ainsi optimum de l’action du sérum est atteint quand la 
substance sensibilisatrice est a l’alexine en proportion de 1/13, 
1/20. Dans certains cas j’ai observé l’optimum entre 1/10 et 
1/20, dans d’autres entre 1/15 et 41/25. 

Tous ces chiffres n’ont évidemment qu'une valeur approxi- 
mative, car nous ne pouvons obtenir ni lalexine nila substance 
sensibilisatrice a l’état de pureté. Nous n’avons que des sérums 
contenant ces substances en différentes quantités. | 

Il est done indispensable d’employer des sérums a propriélés 
plus ou moins fixes. 

Jemployais d’un colé le sérum du lapin injecté 3 fois en 
15 jours, et de autre du sérum frais de cobaye neuf. 

Dans ces conditions, j’obtenais constamment des chiffres 
plus ou moins semblables. Ainsi il fallait toujours employer 
Valexine en quantité 10, 15 et 20 fois plus grande que la sub- 
stance sensibilisatrice pour avoir ]’effet maximum. 

Sila quantité d’alexine joue un si grand role dans l’action 
toxique des sérums ordinaires, et probablement des sérums bac- 
téricides, on se demande involontairement si ces alexines sont 
toujours én quantité suffisante dans ’organisme, et si leur quan 
tité ne change pas sous Vinfluence de différentes conditions? 

Je suis tombé par hasard sur un animal qui m’a prouvé que 
les alexines pouvaient non seulement varier dans leur quantité, 
mais quelles pouvaient faire complétement défaut dans le sang. 

Jinjectai deux fois des spermatozoides a un lapin n° 3. 
L’opération fut mal faite, car il eut un énorme abces, de la 
grosseur d'une pomme, qui perca en donnant une grande quan- 
tité de pus. Aprés quoi l’animal se rétablit promptement, et je 
lui fis encore deux injections de spermatozoides. Je retirai un 
peu de sang pour en préparer du sérum, 

Quel fut mon étonnement quand je dus constater que le sérum 
de ce lapin n’était pas du tout toxique pour les spermatozoides 
du cobaye, tandis que méme le sérum d’un lapin neuf l’est d’une 
fagon trés prononcée! Mais il a suffi d’ajouter un peu de sérum 
de cobaye neuf pour rendre trés toxique celui du lapin en 
question, 

Il est donc évident que le sérum de ce lapin ne contenait 
que la substance sensibilisatrice et pas d’alexine. 

Ce lapin est encore vivant, et j’ai étudié plusieurs fois son 
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r oes) sop 2 . . 
serum, J'ai observé que la quantité d’alexines y augmentait peu 
x 3° . . . 

a peu, et quil devenait de plus en plus toxique, bien que les 
injections de spermatozoides ne fussent plus renouvelées. 


Au commencement de cette année, Moxter publia un mémoire 
dans lequel il se prononce contre la spécificité des cytotoxines. 

Il tire cette conclusion: 1° de ce fait. que le sérum du lapin, 
ayant recu une injection d’épididyme de mouton, acquiert, 
a coté de la propriété spermotoxique, un pouvoir hémolytique ; 
2° du fait que le sérum perd non seulement sa_ propriété 
Spermotoxique, mais aussi son pouvoir hémolytique quand 
on ajoute une quantité suffisante de spermatozoides. [1 conclut 
done que c'est la méme substance qui dissout les globules 
rouges du mouton et tue ses spermatozoides. 

Dans son dernier mémoire, Metchnikoff ‘ a prouvé que l’opi- 
nion de Moxter est erronée. De mon cété j’ai fait plusieurs 
expériences qui aboutissent au méme résultat. 

Si on injecte au lapin un mélange de spermatozoides et de 
sang défibriné de cobaye, le sérum de ce lapin devient trés 
spermotoxique et hémolytique en méme temps. 

Je chauffai ce sérum et le divisai en deux parties. L’une 
fut gardée avec une grande quantité de globules rouges pendant 
2 heures & 37°, et l’autre fut additionnée d’une grande quantité 
de spermatozoides, et gardée de méme pendant 2 heures a 37°. 

Les deux portions furent centrifugées et j’examinai leur 
action. 

Le sérum n° 1, saturé de globules sanguins, ne dissolvait 
plus les globules rouges quand on ajoutait de l’alexine (sérum 
du cobaye neuf). Ainsi toute la substance sensibilisatrice de 
Vhémotoxine était fixée; néanmoins ce sérum continuait d’immo- 
biliser les spermatozoides aussi vite qu’avant sa saturation par 
les globules rouges (expérience 3). 

Il est donc évident que la substance sensibilisatrice de la 
spermotoxine était restée intacte dans le sérum, sans étre fixée 
par les globules rouges. 

Le sérum n° 2, saturé de spermatozoides, présente une 


action quelque peu différente. 
Tandis que celui du lapin traité dissout les globules rouges 
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en 4-5 minutes (expérience 2) — le sérum n° 2, saturé de sper- 
matozoides — ne les dissout qu’aprés 1 41/2, 2 et méme aprés 
3 heures /expérience 5). Les spermatozoides avaient donc fixé 
non seulement la substance sensibilisatrice de la spermotoxine, 
mais.aussi celle de l’hémotoxine. 

Donec, tandis que Jes globules rouges fixent la substance 
sensibilisatrice de l’hémotoxine seule, — les spermatozoides 
fixent les deux substances sensibilisatrices. 

C’est justement ce fait qui amena Moxter a cette conclusion 
erronée que les deux toxines ont une méme substance sensibili- 
satrice. 

Pour étre plus bref, je vais désigner le sérum chauffé a 56° 
el saturé par le sang de cobaye par — sér. n° 1 ch. 56° — et le 
sérum saturé par les spermatozoides — sér. n° 2 chauf. 56°, 


Eixpérience no1.... 4 gouttes de sérum n°? 4, \ 
chauffé & 56°. (Ne dissout pas les 
6 gouttes de sérum de cobaye globules de sang 
neuf, du cobaye, 
1 goutte de sang de cobaye. / 
— 2,.., 4 gouttes de sérum spermo- 
toxique et hémol. du lapin, 
chauffé a 56°. Eve dissout en 4 a 
6 gouttes de sérum de caper en 5 minutes. 
neuf. 


4 goutte de sang de cobaye, 


— 3.... 4 gouttes de sérum= “n° 4) 
chauffé a 56°. | 
6 gouttes de sérum de Se bak: les spermato- 


neuf. zoides en 4 min. 
4 goutte de spermatozoides ae | 
cobaye. 
ae 4..., 4 goutles de sérum spermoto- \ 


.xique et hémol. du Japin, | 

chauffée & 56°. ‘ 

gouttes de sérnm de cobaye ;Tue en 4 minutes. 
neuf. | 

4 goutte de spermatozoides du 
cobaye. 


lon; 


} 
} 


~— D.... 4 goutles de sérum ne 2, chauffe \ 

a 56°. 

gouttes de sérum de cobaye > Dissout aprés 4 h. 4/2. 
neuf. 

goutte de sang de cobaye. | 


for) 
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I 
ANTISPERMOTOXINE 

C'est Metchnikoff qui obtint le premier l’antispermotoxine 1 
en injectant le sérum spermotoxique du cobaye au lapin. 

Aprés trois injections, le sérum du lapin neutralisait le 
sérum spermotoxique du cobaye en proportion de 8 : 1 et méme 
de 2:1, 

Dans mes expériences, j'ai procédé a linverse : j injec- 
tais le sérum spermotoxique du lapin sous la peau ou dans 
le péritoine des cobayes (males, femelles et chatrés). Apres 3,4, 
5 et 10 injections, je prenais le sang du cobaye ainsi traité 
pour étudier ses propriétés antitoxiques. 

Deux cobayes seulement (un male et un chatré) me fourni- 
rent aprés trois injections un sérum neutralisant a un tres faible 
degré le sérum spermotoxique du lapin. J’obtenais une neutra- 
lisation en ajoutant 20-25 volumes de sérum antispermotoxique 
pour une partie de spermotoxine. Je continuai donc les injections 
de sérum spermotoxique dans l’espoir d@’obtenir un sérum anti- 
spermotoxique plus actif. Mais au lieu d'un renforcement, 
j obtins la disparition compléte de l’antispermotoxine. 

Aprés 5 injections, le sang des cobayes ne présentait plus 
de pouvoir antispermotoxique, méme dans les proportions de 
1/25 ou 1/30. D’autres cobayes, ayant subi plusieurs injections 
de spermotoxines, ne fournirent plus du toutd’antispermotoxine. 

On sait que les sérums toxiques contiennent, a cété des 
alexines, des substances sensibilisatrices spécifiques. Donc, 
pour obtenir une neutralisation compléte du sérum toxique, il 
faut quil y ait a cdté de la substance neutralisant lalexine, 
Vantialexine, une autre substance neutralisant la substance 
sensibilisatrice, c’est-a-dire une substance antisensibilisatrice. 

1] était possible que mon sérum ne produisit que l’antialexine, 
ce qui p’est pas suffisant pour une neutralisation compléte du 
sérum spermotoxique. 

En effet, si l’antialexine neutralise l’alexine du sérum sper- 
motoxique, et si la substance sensibilisatrice reste libre, le 
sérum ne doit pas perdre son pouvoir toxique, car sa substance 
sensibilisatrice se combine avec l’alexine du cobaye. 


4, Ann. de UInst. Pasteur, 1900, ne 1. 
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Si se raisounement est juste, le sérum antitoxique de mes 
cobayes, chauffé a 56°, c’est-a-dire débarrassé de lalexine, 
devrait neutraliser la spermotoxine. 

L’expérience a pleinement confirmé cette supposition. 

Les sérums des cobayes inoculés plusieurs fois avec de la 
spermotoxine, ces mémes sérums qui navaient eu aucune 
action neutralisante, neutralisaient trés bien aprés un chauffage 

~ 4 56° dans la proportion de 1/3 et de 1/5 : 


j 

1 

‘ 4 goutte de sérum spermotoxique du lapin. Tie ene pained: 

10 gouttes de sérum antitoxique de cobaye. 

. { goulte de sérum spermotoxique du lapin. 

| 40 gouttes de sérum antitoxique du cobaye 
chauffé a 56°. 


/Ne tue pas les 
*\  spermatozoides. 


Il est done évident qu'il ne s’était produit dans le sang de 
mes cobayes que de l’antialexine; celle-ci neutralisait l’alexine 
seule du sérum spermotoxique, sans attaquer la substance sen- 
sibilisatrice. 

L’expérience suivante le démontre particuliérement : 

4 goutte de sérum spermotoxique. \ 
40 gouttes de sérum antitoxique du cobaye, 


chauffé a 56°. 
3 gouttes de sérum de cobave neuf. 


Tue les sperma- 
tozoides en 
40 minutes. 


4 goutte de sérum spermotoxique. 
40 gouttes de sérum antitoxique, chauffé 

a 56°, Ne tue pas. 
3 gouttes de sérum de cobaye neuf, chauffé 

a 56°. 

Dix gouttes de sérum antitoxique chauffé a 56°, ajoutés a une 
goutte de sérum spermotoxique, neutralisent complétement toute 
lalexine. Les spermatozoides introduits dans ce mélange res- 
tent mobiles pendant trés longtemps. Mais si l’on ajoute a ce 
mélange quelques gouttes de sérum d’un cobaye neuf, c’est-a- 
dire une quantité suffisante d’alexine, les spermatozoides sont 
aussitét immobilisés. Donc, la substance sensibilisatrice était 
a Pétat libre. 

Ainsi, en faisant agir le sérum antitoxique chauffé ou non 
chauffé, nous pouvons toujours définir si nous avons affaire 
avec l’antialexine ou avec la substance antisensibilisatrice. 

Presque tous mes cobayes ayant recu de la spermotoxine 
fournirent du sérum ne contenant que de l’antialexine; deux 
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seulement fournirent une tras petite quantité de substance 
antisensibilisatrice. 

Bordet a indiqué ce fait dans son dernier mémoire': « On 
constate par de telles expériences que la fonction antisensibili- 
satrice de notre antitoxine est peu développée; il faut en effet, 
en moyenne, quinze parties d’antitoxine pour neutraliser la sen- 
sibilisatrice contenue dans une partie de sérum hémolytique qui 
a été chauffé a 55°. Bien plus remarquable est lintensité de la 
fonction antialexique de l’antitoxine. » 

Comment expliquer tout de méme ce fait que les animaux 
auxquels on a injecté des toxines produisent des antialexines 
en grande quantité, et ne produisent que trés peu ou méme point 
de substance antisensibilisatrice? 

Il me semble que la cause de ceci réside en ce que la subs- 
tance sensibilisatrice a la propriété de se fixer sur les éléments 
cellulaires correspondants. En effet, nous avons vu plus haut 
que la sensibilisatrice du sérum hémolytique se fixe non seule- 
ment sur les globules rouges, mais aussi sur les spermatozoides. 

En se fixant sur les éléments cellulaires, la substance sensi- 
bilisatrice par cela méme est éliminée du sang; il est cependant 
probable gue les éléments du sang, les phagocytes, jouent un 
role dans l’élaboration des antitoxines. Pour obtenir une 
substance antisensibilisatrice, il faudrait avoir une trés grande 
quantité de substance sensibilisatrice, il faudrait que tous les 
éléments cellulaires correspondants en soient saturés et qu’il en 
reste encore dans le sang. 


lV 


AUTOS PERMA TOXINE 


On croyait jusqu’ici que, pour obtenir des cytotoxines, il 
fallait injecter les éléments cellulaires d’une espéce animale a 
une autre espéce. Ainsi, afin d’obtenir une hémotoxine pour le 
lapin, il faut injecter ses globules sanguins 4 un animal d’autre 
espéce, par exemple & un cobaye ou 4 un chien, mais en aucun 
cas au lapin lui-méme. 

Pourtant MM. Ehrlich et Morgenroth* ont démontré tout 
derniérement qu'il n’en était pas tout a fait ainsi. Ils injectérent 


4. Annales de U Institut Pasteur, 1900, n° 5. 
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4 une chéyre du sang (dilué dans de l’eau) d’une autre chévre, 
et obtinrent un sérum toxique pour beaucoup d’animaux de la 
méme espéce. Ainsi la chévre peut fournir du sérum hémo- 
toxique pour une autre chévre (isotoxine), mais ne peut en 
produire pour ses propres éléments cellulaires (autotoxine). 

S’il en est ainsi pour les globules sanguins rouges, il n’en 
est guéere de méme pour les spermatozoides, car on obtient 
trés facilement leurs autotoxines. Quand on injecte les sperma-— 
tozoides d’un cobaye sous la peau ou dans le péritoine d'un 
autre cobaye, on remarque que, déja apres !a premiére injection, 
le sérum du cobaye inoculé devient faiblement toxique, non 
seulement pour les spermatozoides d’autres cobayes, mais 
aussi pour ceux du cobaye inoculé lui-méme. 

L’autotoxicité augmente beaucoup aprés la 2° et 3° injection. 
En ajoutant 10 gouttes de sérum a une goutte de spermatozoides, 
on les immobilise en 3-4 minutes. 

Cette autotoxine’ est soumise aux lois générales des cyto- 
toxines. Elle perd ses propriétés toxiques étant chauffée a 55°, 
et les réacquiert facilement aprés l’addition du sérum dun 
cobaye neuf. 

J'ai injecté des males, des femelles et des cobayes chatrés; 
tous produisaient un sérum autotoxique, actif & peu prés au 
méme degré. 

Ce qui est trés curieux, c’est que le cobaye, dont le sang 
contient des toxines trés actives pour ses propres spermatozoides 
in vitro, présente lui-méme des spermatozoides aussi mobiles et 
vivants que le cobaye neuf. Introduits dans de l’eau physiolo- 
gique, ils y vivent trés longtemps. | 

Pourtant si l’on introduit ces spermatozoides dans le sérum 
d'un cobaye neuf, ils meurent trés vite (en 10-20 minutes), tandis 
que Jes spermatozoides du cobaye neuf vivent dans le sérum 
normal du cobaye pendant quelques heures. 

I est évident que les spermatozoides étaient sensibilisés par 
la substance sensibilisatrice circulant dans le sang du cobaye. 
Done siles spermatozoides n’étaient pas tués par les autotoxines, 
eétait da exclusivement & ce que le sang ne contenait pas 
(alexine libre, celle-ci étant renfermée dans Vintérieur des 
phagocytes, d’aprés l’opinion émise plusieurs fois par Metch- 
nikoff. 
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Cela explique facilement pourquoi les autotoxines sont 
actives in vitro et ne le sont pas dans l’organisme. 

Les éléments cellulaires sont détruits dans le sérum in vitro’: 
c’est parce qu'il contient les alexines aussi bien que la substance 
sensibilisatrice. Au contraire, dans ’organisme vivant, tous les 
éléments cellulaires sont intacts, les alexines sont done renfer- 
mées dans les leucocytes, et la substance sensibilisatrice seule 
circule dans le sang et se fixe sur les spermatozoides. 

Voila pourquoi ceux-ci sont sensibilisés et non tués. 

D’autres expériencés confirment cette conclusion. | 

Si lon injecte dans le péritoine d’un cobaye, dont le sang 
est autotoxique, des spermatozoides vivants dans du ligule 
physiologique, et si l’on examine ensuite l’exsudat péritonéal, 
dans 3, 4, 5 minutes on voit ce qui suit. Aussitét aprés l’injec- 
tion, il se produit une rapide phagolyse; les spermatozoides 
sont encore vivants : 2, 3 et 5 minutes apres que la phago- 
cytose a eu lieu, tous les spermatozoides sont tués. 

Tout autre est le tableau qui se présente si le méme cobaye 
a sang autotoxique est d’abord traité par des injections de 
liquide physiologique ou de petites doses de sérum leucotoxique. 

Dans ce cas la phagolyse est trés insignifiante aprés l’injec- 
tion des spermatozoides vivants dans le péritoine, et ils y vivent 
pendant plus d'une heure. La phagocytose s’établit trés rapi- 
dement. [1 se produit une vraie lutte entre les phagocytes et 
les spermatozoides. Beaucoup de spermatozoides sont englobés 
vivants ; tandis que leur corps est déja renfermé dans le leuco- 
eyte, leur flagellum se meut avec vitesse en dehors. 

Cette méme expérience peut étre modifiée. 

Avec un tube effilé, on retire un peu de liquide péritonéal 

au cobaye préparé comme je viens de le décrire. On garde ce 
liquide pendant quelque temps & la glaciére, ce qui tue assez 
vite les leucocytes. Si on ajoute a ce liquide une goutte de sper- 
matozoides, ils meurent aprés 3-5 minutes. 
Si oninjecte au méme animal des spermatozoides dans le 
péritoine et si Pon’ retire apres quelques minutes du liquide 
péritonéal contenant une quantité de leucocytes intacts, et si on 
met le liquide dans une goutte suspendue, on voit que les sper- 
matozoides y vivent assez longtemps : 20-30 minutes. 

J’ai de méme observé plusieurs fois que les spermatozoides 
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mouraient plus vite dans Ja cavilé péritonéale lorsqu’on les y 
introduisait dans de l’eau physiologique non chauffée, ce qui 
renforce la phagolyse. 

Au contraire, en injectant les spermatozoides dans le 
péritoine avec de l'eau physiologique, chauffée a 36°, on observe 
qu’ils résistent plus longtemps. 

Tout ceci confirme l’opinion plusieurs fois émise par Metch- 
nikoff, d’aprés laquelle les cytotoxines se produiraient dans 
les phagocytes, et ne seraient que des ferments digestifs intra- 
cellulaires. 

J’ai injecté le sérum autotoxique a plusieurs cobayes (males, 
femelles et chatrés) dans l’espoir d’obtenir une antitoxine. Mais 
le sérum chauffé a 56° ne neutralisait point l’autotoxine. 

A cété des injections intrapéritonéales, j’en fis des sous- 
cutanées de spermatozoides vivants & un cobaye a sang forte- 
ment spermotoxique. C’était le méme cobaye dans le péritoine 
duquel les spermatozoides mouraient en quelques minutes. 

Il se produisait généralement au point d’injection un petit 
cedéme. J’en retirais un peu d’exsudat a l’aide d’un tube effilé, 
a plusieurs intervalles précis. Je trouvais dans cet exsudat 
beaucoup de spermatozoides vivants a coté de globules rouges 
et une trés petite quantité de leucocytes. 

Méme aprés 2 heures, les spermatozoides étaient compléte- 
ment vivants sous la peau du cobaye a sérum spermotoxique, 

Ensuite la quantité des spermatozoides diminuait rapide- 
ment et ils disparaissaient de l’aedeme. Il est probable qu étant 
mobiles, ils se transportaient dans toutes les directions sous la 
peau des cobayes. 


Quelquefois cette disparition des spermatozoides s’opérait | 


beaucoup plus vite : déja aprés 20-30 minutes, il était impossible 
d’en retrouver un seul a |’endroit de l’injection. 

Ceci confirme encore l’opinion de Metchnikoff sur l origine 
phagocytaire des cytotoxines. 

Ce sont surtout les faits suivants gui corroborent cette 
manieére de voir. 

Premiérement : la destruction rapide des spermatozoides dans 
le péritoine du cobaye spermotoxique lorsqw’il y a phagolyse, et. 
par contre, la destruction lente, lorsque la phagolyse est empé- 
chée parn’importe quel moyen dans le péritoine du méme cobaye, 
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Secondement, la mort rapide des spermatozoides dans le 
liquide péritonéal, dans lequel les phagocytes ont été préala- 
blement tués par le froid, et, inversement, la résistance de ces 
spermatozoides dans le liquide péritonéal, dans lequel les leu- 
cocytes ont été conserves intacts. 

Troisiemement, la résistance prolongée des spermatozoides 
sous la peau du cobaye spermotoxique, condition dans laquelle 
il n’y a pas de phagolyse, comme on sait. 

Knifin cette opinion est confirmée par le fait que lautosper- 
motoxine est facilement obtenue, tandis qu’on n’a pas pu 
obtenir d’autotoxine pour les globules rouges, comme l’ont 
démontré Belfanti, Carbone et Bordet, et comme je Vai observé 
moi-méme en injectant au lapin du sang du lapin méme. 

Kn effet, les spermatozoides sont rapidement englobés par 
les phagocytes aprés l’injection; tandis qwiln’y a pas de phago- 
cytose aprés linjection des globules rouges. C’est pourquoi il y 
a production d’autotoxines dans le premier cas et non pas dans 
le second. 

On pourrait supposer qu'il n’y a pas d’autotoxine parce que 
Vantiautotoxine se produit trés rapidement et neutralise !’auto- 
toxine; par suite on ne trouve que de l’antiautotoxine dans le 
sang de ces animaux. 

Pour résoudre cette question, j’ai injecté de lautospermo- 
toxine a plusieurs cobayes (males, femelles, chatrés). A mon 
grand étonnement, je n’ai pu du tout obtenir de lantiauto- 
toxine. Méme le sérum de ces animaux, chauffé 456°, ne pouvait 
neutraliser le sérum autotoxique. 


Kn terminant jexprime a M. Metchnikoff ma reconnaissance 
pour le sujet d’ctude si intéressant qu’il m’a Houle et pour son 
appui constant pendant mon travail. 


ETUDE COMPAREE DU VIBRION SEPTIOUE 


LA BACTERIE DU CHARBON SYMPTOMATIQUE 


Par MM. E.: LECLAINCHE er H. VALLEB 


Le vibrion septique et le Bacterium Chauvei présentent 
morphologiquement d’étroites ressemblances. Les conditions 
étiologiques bien définies qui président a l’évolution de la 
septicémie gangréneuse se retrouvent pour le charbon symp- 
tomatique, et les lésions de ces deux maladies offrent de par- 
faites analogies. 

Ona donc été conduit a rapprocher, et méime parfois a iden- 
tifier, dans la classification bactérienne, les deux agents patho- 
genes. 

En 1887, Roux et Chamberland démontrent qu’il est possible 
d’immuniser contre la septicémie, avec les substances solubles 
sécrétées par le vibrion. L’année suivante, Roux vaccine, par 
un procédé identique, les cobayes contre ia. charbon symptoma- 
tique; la parenté entre les deux microbes semble devoir s’affirmer 
d@autant plus, que les cobayes rendus réfractaires au charbon 
hactérien résistent souvent a l’inoculation du vibrion septique. 

Kitasato ', ayant réussi a vacciner des cobayes contre le 
charbon symptomatique avec des cultures affaiblies, éprouve 
les animaux avec le bacille de l’cedéme malin, et les voit tous 
succomber., 

Duenschmann * reprend, en 1894, la question de Vanalogie 
du vibrion septique et du Bacterium Chauvei. Ul étudie spécia- 
lement Pimmunisation réciproque. Quatre cobayes et deux 
lapins solidement immunisés contre le charbon symptomatique 
résistent a l’épreuve par le vibrion septique. Cet expérimenta- 
teur obtient, chez le lapin, un sérum actif contre le charbon 


4. Kirasaro, Ueber den Rauschbrandbacillus und sein Culturverfahren, Zeét- 
schrift fiir Hygiene, t. V1, 1889, p. 1057. 

2. Durnscumann, Etude expérimentale sur le charbon symptomatique, Annales 
dle U Institut Pasteur, t. VII, 1894, p. £08. 
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symptomatique ; or ce méme sérum neutralise des doses mor- 
telles de sang seplique. 

Au cours de nos recherches sur le charbon symptomatique, 
nous avons étudié les rapports du vibrion septique et du Bacte- 
rium Chawowi au double point de vue des propriétés spéciales & 
ces microbes, et de limmunité contre les maladies qu’ils déter- 
minent. 

MorpHoLociz. — On ne saurait établir une différenciation 
nette entre les lésions de la septicémie et celles du charbon 
symptomatique, lorsqu’on opére avec des virus qui n’ont pas 
subi de modifications expérimentales (atténuation ou exaltation), 

Il y a cependant des différences 4 noter dans les formes 
microbiennes trouvées au sein des lésions septiques et char- 
bonneuses chez le cobaye. 

Silautopsie est pratiquée tres peu de temps apres la mort, 
on ne trouve pas de formes longues, flexueuses, ni dans la 
sérosité de l’cedéme, ni dans la tumeur musculaire des cobayes 
qui succombent au charbon symptomatique; ce sont les formes 
droites, courtes, qui dominent; les formes en fuseau ou en 
raquette se trouvent aussi assez abondantes. Dans les lésions 
provoquées par un vibrion septique d’activité moyenne, on 
trouve toujours, au contraire, des formes longues, associées a 
des bacilles droits plus courts et a de rares articles sporulés. 

Dans le péritoine des cobayes qui succombent a la septicé- 
mie, on rencontre, aussitot aprés la mort, des formes longues 
tres inégales et flexueuses du microbe. On obtient de fort belles 
préparations de vibrion en appliquant une lame a la surface du 
foie et en colorant par la méthode de Gram-Nicolle. 

On ne constate jamais rien de semblable chez le cobaye tué 
par la bactérie du charbon symptomatique ; l’examen de la 
surface du foie révele l’existence de formes relativement courtes, 
droites et de longueur sensiblement constante. 

Cette méthode est excellente pour s’assurer si l’on dispose 
d’un virus symptomatique pur, exempt de souillure par le 
vibrion septique; si l’on trouve dans le péritoine du cobaye 
inoculé des formes longues, on peut étre assuré quon est en 
présence d’une infection surajoutée par le vibrion septique, et 
que ce microbe se trouvera associé, dans le sang du ceeur, a la 
bactérie du charbon symptomatique, 
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Immunisarion. — Les différentes méthodes d’immunisation 
sont applicables a la fois dla septicémie gangréneuse et au char- 
hon symptomatique. 

a) Virus vaccins. — Nous avons réussi a vacciner des cobayes 
contre la septicémie gangréneuse par un procédé analogue 4 
celui indiqué par MM. Arloing et Cornevin pour le charbon 
symptomatique. Du sang septique, recueilli en ampoules 
scellées, est placé pendant 5 jours & Vétuve a 37°. Au bout de ce 
temps, tous Jes vibrions sont sporulés ; le sang est alors desséché 
en couches minces, dans des boites de verre stérilisées. Le 
produit de grattage reste trés longtemps virulent. Pour préparer 
le vaccin, on mélange 1 partie, en poids, de poudre virulente a 
1/2 partie d’eau; le liquide, étalé sur le couvercle d'une boite de 
Pétri, est porté a l’étuve a 92°, pendant 7 heures. 

On obtient, aprés trituration de la pellicule'qui recouvre la 
plaque de verre, une poudre brune qui, inoculée a des cobayes 
de forte taille, les tue 4 la dose de 5 centigrammes en moins de 
2() heures. Des doses inférieures 4 1 centigramme, diluées dans 
del’acide lactique 4 1 pour 5, tuent comme le virus non chauffé. 

Les cobayes qui regoivent 1 ou 2 centigrammes de poudre 
vaccinale ne présentent que des accidents locaux sans gravité, 
ils résistent, 15 jours plus tard, a Vinoculation de doses mor- 
telies de virus. Les cobayes qui ont recu 2 centigrammes de 
vaccin résistent @linoculation de 1 goutte entiére de sérosité 
septique; ceux qui recoivent 1 centigramme de vaccin résis- 
tent, dans la proportion de 1 sur 2, &l’épreuve par 41/2 goutte 
de sérosité virulente qui tue les témoins en 15 heures. 

b) Toaxines. — MM. Roux et Chamberland ont démontré qu’il 
est possible d’immuniser les cobayes contre la septicémie en 
leur inoculant, a plusieurs reprises, des cultures stérilisées par 
le chauffage a 105°-110° pendant 10 minutes, ou le liquide que 
lon obtient en filtrant sur porcelaine lesjus virulents qui s’écou- 
lent des lésions d’un animal mort de septicémie. 

Roux a fait, peu de temps aprés cette importante constata- 
tion, une démonstration identique pour le charbon symptoma- 
tique. 

c) Serotherapie. — En 1898, l'un de nous! obtient un sérum 


I. Lecuarcue, Sur la eae ‘rapie de 2 gangrene gazeuse, Archives médi- 
Bie de Toulouse, 1898, ne 21, p. 397. 
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immunisant contre le vibrion septique, chez l’Ane traité par des 
inoculations multiples de jus virulents dans les veines et dans 
le tissu musculaire '. Ce sérum posséde des propriétés si éner- 
giques que la sérothérapie préventive est pratiquement réali- 
sable, et « qu’il devient facile d’immuniser a la fois les blessés 
contre le tétanos et contre la gangréne ». 

Un mélange de 2 ¢. c. de sérum et de 5 gouttes de sérosité 
septique ne produit aucun accident chez Je cobaye, alors que les 
témoins succombent en 8-15 heures. « Les animaux qui ontrecu 
le mélange sérum-virus ne possédent aucune immunité : ino- 
culés aprés 2, 10 ou 20 jours avec une dose faible de virus, 
ils succombent aussi strement et aussi rapidement que les 
témoins. » 

Tout ce que nous venons de dire de la sérothérapie de la 
gangrene gazeuse s applique a celle du charbon symptomatique, 
ainsi que nous l’avons démontré avec le cobaye, et que M. Arloing 
Pa constaté, chez le mouton et chez le boeuf. 

Kitt réalise, en 1899, Vimmunisation du cheval contre le char- 
bon symptomatique par des injections intra-veineuses de jus 
virulents; il montre que les solipédes constituent les sujets de 
choix pour la production dun sérum rapidement immunisant. 
Nous avons obtenu aussi d’excellents résultats en immunisant 
des chevaux par des injections intra-veineuses de jus virulents 
ou de cultures du B. Chawvwien bouillon Martin. 

Donc, au point de vue des méthodes d’immunisation, le 
vibrion septique et le B. Chauvwi se comportent de fagon iden- 
tique. 


L’immunité conférée contre le charbon symptomatique 
permet-elle aux animaux de résister 4 la gangréne gazeuse? 

On ne peut protéger le cobaye contre le vibrion septique par 
Vinoculation préventive de fortes doses d'un sérum immunisant 
contre le charbon symptomatique. Les cobayes qui regoivent 
5 et méme 10 c. c. de sérum symptomatique, puis, 24 heures 
aprés, une goutte de sang ou de sérosité septiques, meurent 
aussi vite que les témoins, tandis que les cobayes traités avec 

1. L’inoculation intra-veineuse de cultures en bouillon Martin donne aussi ua 
scrum trés actif. 
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des doses égales ou cing fois moindres de sérum anti-char- 
bonneux résistent bien & l’épreuve par Ie charbon sympto- 
matique. 

Exp. — Cob, 297 et 298 recoivent préventivement 5 c. c. de sérum anti- 
charbonneux (saignée du 3 snars 1900). 

Cob. 303 et 304 recoivent préventivement 5 c. c. de sérum anticharbon- 
neux (saignée du 1e¢? mai). 

24 heures aprés l’injection du sérum, les cobayes 297 et 303 recoivent, 
ainsi qu'un témoin, 1 goutte de jus septique. Le cobaye temoin meurt en 
10. heures; les deux sujets traités succombent en 12 heures. Les cobayes 
298 et 304, éprouvés en méme temps avec 3 gouttes de culture de charbon 
symptomatique, résistent bien; le témoin meurt en 16 heures. 


L’expérience, plusieurs fois répétée, a toujours donné des 
résultats comparables '. Nous avons prié M. Nocard de vouloir 
bien étudier action. de notre sérum anticharbonneux sur les 
vibrions septiques dont il dispose; les résultats: qu il a obtenus 
sont identiques aux notres : les cobayes inoculés préventivement 
avec le sérum succombent a la septicémie, tandis qu’ils résistent 
au charbon symptomatique. 

D’autre part, nous avons recherché si Vimmunite durable 
conférée aux animaux par une inoculation de virus atténué du 
charbon symptomatique, puis de virus fort, leur permet de 
résister ala septicémie. Dans plusieurs séries d’expériences, nous 
avons éprouvé, avec un vibrion d’activité moyenne, des cobayes 
nmmunisés avec des vaccins pulvérulents ou des vaccins purs 
liquides, et qui avaient résisté a l’épreuve de contréle. Tous nos 
animaux ont succombé a la septicémie. 

Nous sommes convaincu que si les auteurs qui ont traité 
cette question avant nous ont obtenu des résultats différents des 
notres, c'est quwils ont utilisé, pour leurs vaccinations, des virus 
a la fois symptomatiques et septiques. 

Ine faut pas oublier que la souillure par le vibrion septique 
ies ‘cadavres des cobayes morts de charbon ‘symptomatique 
est rapide et presque certaine. En employant pour immuniser 
les animiaux des jus virulents actifs ou filtrés sur porcelaine, on 
sexpose a leur donner a la fois les microbes symptomatique et 
septique ou leurs loxines, et par suite 4 les immuniser, plus ou 

4. Pour nos epreuves, nous avons utilisé des vibrions de diverses provenatices 


(cheval, cobaye, homme); notre sérum antigangréneux s’est toujours midiitié 
actif contre ces vibrions. 
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moins inégalement, contre les deux maladies 4 la fois. C’est sans 
aucun doute en raison de ces souillures que l’on voit la moitié 
des animaux vaccinés a l’aide des toxines contre le charbon 
symptomatique résister aussi & l’épreuve par le vibrion sep= 
tique. 

Duenschmann obtient chez le lapin un sérum actif a la fois 
contre le charbon symptomatique et la septicémie. Mais si l’on 
analyse les expériences de auteur, on arrive a cette conviction 
que le virus symptomatique utilisé dans ses recherches était 
impur. Duenschmann part, en effet, pour immuniser ses lapins, 
d'un virus renforcé qui a pour souche le sang d’un cobaye, dans 
le péritoine duquel il rencontre « les formes longues du 
microbe, en filaments qui traversent le champ d’observation 
quelquefois d'un bout alautre ». fl s’agit a Pévidence du vibrion 
septique, car jamais le charbon symptomatique ne donne ces 
formes longues dans les conditions indiquées; il n’est pas douteux 
que le sang de ce cobaye, quia servi a des inoculations succces- 
sives, contenait a la fois le vibrion septique et le B. Chauvwi. 

En se servant de cultures pures pour immuniser les cobayes 
contre le charbon symptomatique, Kitasato a vu au contraire les 
animaux succomber a la septicémie. 

[1 faut également remarquer que le lapin, naturellement 
réfractaire au charbon symptomatique, est réceptif pour la 
seplicémie gangréneuse. 

Jamais nous n’avons pu empécher ou arréter linfection 
symptomatique avec le sérum antigangréneux. Nous signalerons 
ici que des sérums indifférents, provenant du cheval, neutralisent 
par mélange le virus du charbon symptomatique. Le sérum 
antigangréneux que nous préparons prolonge de quelques 
heures la vie des animaux inoculés avec le charbon symploma- 
lique, sans jamais empecher leur mort. 

Acciurination. — Le sérum antigangréneux aggluline en 
quelques minutes les cultures jeunes du vibrion septique en 
bouillon Martin. Au 4/30, la précipitation se fait instanta- 
nément en gros flocons, alors qu'un sérum indifférent agglutine 
au 1/10 en plusieurs heures seulement. A 1/3,000, Vaggluti- 
nation se fait (res rapidement, elle est encore rapide.a1/t5,000, 
et assurée a 1/30,000. Dans le vide, des doses de sérum qui 
agglutinent trés vite 4 air peuvent rester sans effet. 
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De méme le sérum contre le charbon symptomatiqueagglutine 
trés bien les cultures pures du B. Chauvei. 

Nous avons recherché le pouvoir agglutinant du sérum anti- 
gangréneux sur nos cultures du B. Chauvei. A 1/30, nous navons 
obtenu l'agglutination totale qu’aprés plus de 12 heures, tandis 
qu’au 1/3,000, le sérum anti-symptomatique agglutine en moins 
de 10 heures. 

Le sérum contre le charbon symptomatique n’agglutine 
qu au 1/30 au moins, en petits flocons, et apres plusieurs heures, 
les cultures jeunes de vibrion septique: les s¢érums indifférents 
se comportent de la méme facon. Nous avons dit plus haut que 
des doses infinitésimales de sérum antigangréneux provoquent 
instantanément une agglutination trés nette. Ces faits nous 
autorisent a conclure que notre sérum anti-symptomatique 
n’exerce aucune action agglutinanle spécifique sur les cultures 
du vibrion septique. 


En résumé : 

4° Il existe entre la bactérie du charbon symptomatique et 
le vibrion septique des rapports biologiques trés étroits. 

Il est possible de différencier cependant les deux microbes : 
le vibrion septique donne, dans la,sérosité de lcedéme spécifique 
et dans le péritoine du cobaye, des formes longues qui font 
réguliément défaut avec le charbon symptomatique '. 

2° On peut étendre 4l’immunisation contre fe vibrion septique 
toutes les méthodes applicables au charbon symptomatique. 

3° Les sérums immunisants contre le charbon symptoma- 
lique et la septicémie gangréneuse exercent une action rigou- 
reusement spécifique. L’épreuve de l’agglutination par les mémes 
sérums est également spécifique. 

4° Limmunisation a l’égard du charbon symptomatique 
nimplique point la résistance au vibrion septique, et récipro- 
quement les animaux vaccinés contre la septicémie ne le sont 
pas contre le charbon symptomatique. 

1. Le mode de différenciation des deux agents par inoculation au lapin n’a 
qwune valeur restreinte. Nocard et Roux ont montré que les lapins peuvent 


succomber au charbon symptomatique; nous avons yu aussi fréquemment le 
lapin mourir & la suite de l’inoculation de ce virus. 


QUELQUES EXPERIENCES SUR LA PESTE A PORTO 


Par te Dt METIN 


MEDECIN PRINCIPAL DES COLONIES 


En dehors des cas de pneumonie pesteuse primitive, quel’on 
rencontre d’ailleurs assez rarement, on observe fréquemment 
dans la peste des complications pulmonaires se traduisant a 
Vauscultation par des signes de broncho-pneumonie. Les cra- 
chats des malades renferment dans ces deux cas une abondance 
plus ou moins grande de bacilles d’Yersin, mis en évidence soit 
par les préparations directes, soit par les cultures, mais surtout 
plus facilement par linoculation aux animaux. Pendant la pé- 
riode d’état de la broncho-pneumonie pesteuse, les bacilles des 
crachats sont tout aussi virulents que ceux qu’on retire soit 
du sang, soit du bubon : ils aménent la mort de la souris en 
36-48 heures, et celle du cobaye en 3-4 jours. 

La question se pose de savoir pendant combien de temps les 
bacilles pesteux se retrouvent dans les crachats, et surtout 
s’ils conservent leur virulence dans ces crachats lorsque le 
malade est entré en convalescence. On congoit l’importance de 
cette question, car si les bacilles pesteux se maintiennent 
longtemps virulents dans les crachats des convalescents, il est 
nécessaire de prendre des mesures spéciales contre une source 
des plus dangereuses de dissémination du bacille. 

D’aprés M. Gotschlich ', dans les expériences qu’il a faites 
\ Alexandrie, on retrouverait virulents les bacilles pesteux dans 
les crachats des convalescents de pneumonie pesteuse, non 
seulement pendant la maladie elle-méme, mais encore jusqu’aux 
20¢, 33e, et 48° jours apres la défervescence complete. A Porto, 
nous avons pu observer huit malades ayant guéri apres avoir 
présenté des symptémes de broncho-pneumonie pesteuse. Deux 
de ces malades, des infirmiéres, avaient contracté une pneumonie 
pesteuse primitive en soignant 4 l’hopital des malades atteintes 
elles-mémes de peste bubonique avec complications pulmonaires, 

1. Gorscuticu, Zeitschrift fiir Hygiene und Infectionskr., XXX, 3. 
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Les 6 autres malades avaient eu la peste avec bubons siégeant 
soit au cou, soit aux aisselles, et les signes de broncho-pneu- 
monie s’étaient présentés vers le 4° jour dela maladie. 

Les crachats de ces malades, pendant Ja période d'état, 
inoculés & la dose de 1 c. c. dans le  péritoine du 
cobaye, avaient entrainé la mort de l’animal en 3 a 5 jours, et 
dans les organes de l’animal on retrouvait le coccobacille a 
état de pureté. Nous avons pu suivre ces malades aprés leur 
euérison, et injecter leurs crachats a des cobayes, 4 des inter- 
valles variés, aprés la défervescence. 

Malgré la richesse des crachats en microorganismes variés, 
nous n’avons pas hésité a employer Ja voie intrapéritonéale 
dans toutes nos expériences : lorsque le bacille pesteux était 
encore virulent, l’animal a succombé a la peste, le microbe 
d’Yersin se retrouvant pur dans Jes organes. Dans les cas ot, au 
contraire, le bacille pesteux était absent ou toutau moins avait 
perdu sa virulence,.les autres microbes contenus dans les cra- 
chats n’ont eu aucune influence sur la santé de animal. En 
tout cas nous n’avons jamais observé d’autres causes de la mort 
que celle qui était due a la peste elle-méme. 


EXPERIENCES 


1° Bauiena pe Liwa. — Peste bubonique: bubons axillaires 
et sous-maxillaires. Le 21 novembre, complications pulmo- 
naires : on rencontre de nombreux bacilles pesteux dans les 
crachats. Un cobaye regoit le 22 novembre dans le péritoine 
1c. c. de crachats; il meurt en 4 jours de peste confirmée a 
Pexamen des organes. Le malade eutre en convalescence le 
30 novembre: apyrexie a partir de cette date. 

Cobaye 1. Le 15 décembre, soit 16 jours aprés la défer- 
vescence, on injecte dans le péritoine d’un cobaye 1 c¢. c. de 
erachats. 

Les deux jours suivants, l’animal mange peu, mais a gardé 
toute sa vivacité : iln’y a pas de douleur a la pression de l’abdo- 
men, pas de ganglions, pas de fiévre. A partir du 3° jour, le 
cobaye a repris tout son appétit, et ilse porte trés bien & mon 
départ de Porto, le 20 janvier. 

Cobaye 2. Regoit le 20 décembre, dans le péritoine, 1. c. c. 
de crachats du méme malade, 21 jours aprés la défervescence. 
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Le cobaye ne présente rien de particulier, et est laissé en bonne 
santé. 

2° Papua. — Peste av ec bubons sous-maxillaires : les crachats 
renferment des bacilles pesteux le 21 novembre et tuent le 
cobaye en 3 jours. Apyrexie a partir du 1° décembre. 

Cobaye 3. Le 8 décembre, 7 jours apres la défervescence, 
on injecte dans le péritoine d’un aes 1c.c. de crachats de ce 
malade. Le deuxiéme jour, apparition d’un ganglion dans les 
deux aines, perte de ]’appétit, douleurs alogyalon fievre. Le 
cobaye meurt le 13 décembre; a l’autopsie, bubons comme des 
noisettes dans lesaines, et comme des lentilles dans le mésentére ; 
la rate est farcie de pseudo-tubercules; tous les organes renfer- 
ment le bacille d’Yersin. 

Cobaye 4. Le 15 décembre, 14 jours apres la défervescence, 
on injecte # c, c. de crachats dans le péritoine d’un cobaye : 
Yanimal n’est pas malade, et est laissé en bonne santé le 
20 janvier. 

Cobaye 5. Méme experience le 9 janvier, soit 40 jours aprés 
la défervescence. Le cobaye est bien portant & notre départ. 

3° Loso. — Peste avec complications pulmonaires : le 21 
novembre, bacilles dans les crachats, virulents pour le cohaye 
quils tuent en quatre jours. Apyrexie le 26 novembre. 

Cobaye 6. Le 2 décembre, 7 jours aprés la convalescence, on 
injecte dans le péritoine d'un cobaye 4 c. c. de crachats de ce 
malade : l’animal meurt en 6 jours avec tous les symptOmes de 
la peste : le bacille d’Yersin se retrouve. gros et allongé dans 
tous les organes : la rate est farcie de pseudo-tubercules. 

Cobaye 7. Méme expérience ayec des crachats du 11 décembre, 
soit 17 jours aprés le retour a l’apyrexie. L’animal continue a 
se bien porter. 

Cobaye 8. Ce cobaye regoit le 18 décembre 1c. c. de crachats 
dans le péritoine, et est laissé en bonne santé. 

4° Léop. Gomez. — Peste trés grave, non traitée au sérum, 
bacilles dans les crachats du 1° décembre, tuant le cobaye en 
3 jours. Apyrexie le 23 décembre. 

Cobaye 9. Recoit le 30 décembre, soil 7 jours aprés la con- 
valescence, 1 c. c. de crachats dans le péritoine : il meurt en 
5 jours avec les lésions ordinaires de la peste, et le bacille 
d’Yersin dans tous les organes. 
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Cobayes 10 et 44. Regoivent des crachats ala dose de 1 c. c. 
dans le péritoine ; le premier Je 6 janvier, le second le 13 janvier, 
soit 15 et 24 jours apres la convalescence. On n’observe rien 
de particulier. 

5° Ais. Carpose. — Peste grave, non traitée au sérum : les 
crachats renferment des bacilles pesteux le 6 décembre, et tuent 
le cobaye en 4 jours. Apyrexiele 20 décembre. 

Cobaye 12. Inoculé selon le méme procédé que les précédents 
le 28 décembre, soit 8 jours apres lapyrexie, ce cobaye meurt en 
7 jours avec toutes les lésions de la peste. 

Cobayes 13 et 14. Les 4 et 10 janvier, soit 14 et 20 jours apres 
la convalescence, on injecte 1 c: c. de crachats & 2 cobayes 
qui continuent a se bien porter. 

6° Grac. Maria. — Peste de gravité moyenne, non traitée : 
bacilles dans les crachats le 14 décembre, tuant le cobaye en 
5 jours. Apyrexie le 20 décembre. 

Cobaye 15. Meurt en 6 jours aprés inoculation intrapérito- 
néale de 1 c. c. de crachats faite le 27 décembre, 7 jours apres 
la défervescence. A l’autopsie on retrouve les lésions pesteuses 
et le bacille dans tous les organes. 

Cobayes 16 et 17. Restent bien portants malgré Vinoculation 
dans le péritoine de 1 c. c. de crachats les 30 décembre et 
10 janvier, c’est-a-dire 10 et 24 jours apres le retour a l’apyrexie. 

7° Carotina. — Peste pneumonique primitive, non traitée : 
bacilles dans les crachats le 9 décembre, apyrexie le 19 du méme 
mois. 
Cobaye 18. Regoit dans le péritoine 1 c. c. de crachats le 
26 décembre, sott 7 jours aprés la défervescence. Il meurt le 
2 janvier, et le bacille pesteux se retrouve dans tous les organes. 

8° PxitomeLe. — Pneumonie pesteuse primitive : les bacilles 
pesteux sont constatés dans les crachats le 9 décembre. Apy- 
rexie le 21 décembre. 

Cobaye 19. Le 30 décembre, 9 jours aprés Vapyrexie, on 
injecte 1 c. c. de crachats dans le péritoine d’ua cobaye, 
qui parait légérement malade les 2 premiers jours, avec 
diminution de l’appétit et de la vivacité, mais sans fiévre ni 
bubons, et qui se rétablit complétement le 4° jour aprés lino- 
culation. Des prises de sang n’ont donné lieu & aucune culture 
pendant les deux jours ot l’animal paraissait indisposé. : 
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De ces expériences il est permis de conclure que si les bacilles 
d’Yersin persistent encore virulents dans les crachats des pes- 
teux ayant eu des complications pulmonaires jusqu’aw 8° jour 
aprés la défervescence, alors que l’auscultation ne réveéle plus 
aucun trouble dans le poumon, leur virulence est néanmoins 
atténuée — une certaine mesure, Dabs ne tueut plus le 
cobaye qu’en 5 47 jours, au lieu de 3 a 4. De plus, a partir du 
9° jour apres le retour a l’apyrexie, I’ eee de ces crachats 
dans le péritoine du cobaye ne cause plus la mort de cet animal. 
On peut done considérer comme inoffensifs les crachats des 
malades lorsque 10 jours se sont écoulés a partir de la dispari- 
tion complete de la fiévre et de tout signe stéthoscopique. Nous 
devons dire que pendant les 8 ou 9 jours oti les crachats ont 
encore amené la mort du cobaye, nous n’avons jamais pu y voir 
le bacille pesteux au moyen du microscope et des préparations 
directes. 

La persistance des bacilles d’Yersin et de leur virulence 
dans les crachats des pesteux pendant les premiers jours de la 
convalescence est un fait d’une extréme importance au point 
de vue de la dissémination de la maladie, et.en méme temps il 
pourrait étre la cause d'une nouvelle réinfection du malade lui- 
méme. Dans le bubon pesteux, le bacille peut également persister 
un certain temps; dans quelques cas nous avons observé une 
véritable rechute de la maladie chez des sujets qui avaient été 
considérés comme guéris. Deux de ces malades sont morts ainsi 
tardivement d’accidents cérébraux dus au bacille pesteux qui, 
apres avoir sommeillé, pour ainsi dire, sans causer de troubles 
apparents pendant la convalescence, a repris une vitalité nou- 
velle. Ce sont des cas de rechute plutét que de récidive. + 

Jusqu’a présent, en effet, on ne connait que fort peu de cas 
de récidives authentiques de la peste. La raison de la non-réci- 
dive dans cette maladie nous a paru intéressante a étudier, et 
dans ce but nous avons étudié les propriétés du sérum des 
malades guéris. Nous avons choisi des sujets qui n’avaient pas 
recu le traitement par le sérum anti-pesteux, Trois malades ont 
bien voulu nous autoriser a leur prendre une certaine quantité 
de sang dans la veine. — Ils avaient été atteints de peste, sans 
complicatians pulmonaires, et d’une intensité légére pour l'un 
d’eux, grave pour les deux autres. : 
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La petite quantité de sérum que nous avons pu nous procurer 
ne nous a pas permis de faire des expériences absolument com- 
plétes. D’autre part, les malades qui avaient bien voulu nous 
fournir du sang étaient déja en convalescence a notre arrivée a 
Porto; nous n’avons pu, par suite, expérimenter les propriétés 
de leur sérum vis-a-vis du microbe méme qui avait été la cause 
de leur maladie. Néanmoins nous croyons utile de consigner 
les résultats de nos expériences, si imparfaits qu ils soient. 

1° Jose D... — Peste légére, donne 10 c. c. de sang dont on 
retire environ 5 c. c. de sérum. 

Cobaye 1, recoit 1 c. c. de sérum sous la peau, et le lende- 
main on lui injecte, également sous la peau, 1/2 c. c. de cul- 
ture en bouillon de 24 heures d’un bacille pesteux qui, a la 
méme dose, tue le cobaye témoin en trois jours. — L’animal 
survit. 

Cobaye 2, recoit sous la peau 4/2 c. c. du bacille pesteux ci- 
dessus, et le lendemain on lui injecte 1 c. c. de sérum. Ce cobaye 
est malade pendant environ & jours, avec bubons dans les 
aines, fiévre, perte de l’appétit. Aprés ce temps il finit par se 
rétablir complétement. 

2° Freperico B,... — Peste grave, 10 c. c. de sang; 5 c. c. de 
serum. 

Cobaye 3. On injecte 4 ce cobaye, sous la peau, 1 c. c. 
de ce sérum, et le lendemain, 1/2 c. c. dune culture en bouil- 
lon d'un bacille pesteux tuant le cobaye témoin en 3 jours et 
demi. 

Ce cobaye parait malade les 2 premiers jours : néanmoins 
on ne sent pas de bubons, et animal n’a pas de fiévre; il se 
rétablit. 

Cobaye 4. — 24 heures aprés avoir injecté 1/2 c. ¢, de cul- 
ture en bouillon du méme bacille pesteux que pour le précé- 
dent, on injecte 1c. c. de sérum Fred. B. Le cobaye meurt en 
10 jours : cedéme considérable au point d'inoculation. Bubons 
dans les aines. La rate est volumineuse. Tous les organes ren- 
ferment le bacille pesteux, gros et allongé. Quelgues bacilles 
sont allongés, et on trouve des granulations dans beaucoup de 
globules blancs. 

3° Anronio C... — Peste grave, 15 c. c. de sang donnent 
6 c. c, de,sérum. 
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Cobayes 5 et 6. Les mémes expériences au point de vue 
de propriétés préventives et curatives de ce sérum sont faites 
sur ces deux cobayes. Alors que le témoin meurt en 3 jours, 
ces deux cobayes survivent. 

Nous avons refait, & l'Institut Pasteur, avee le concours 
amical de M. Dujardin-Beaumetz, une autre série d’expériencés 
en nous servant de la souris, animal plus sensible 4 la peste que 
le cobaye. Les microbes qui nous ont servi dans ces expériences 
étaient le bacille dit de Djeddah, dont la piqure tuait la souris 
témoin en 60 heures, et le bacille de la Réunion qui amenait la 
mort du témoin en 48 heures. 

I. Sérum José D... — Souris 1. Recoit 1/2 c. c. de ce sérum 
sous.la peau dudoset, le lendemain, une piqtre de b. de Djeddah. 
La souris meurt en 7 jours: survie 4 jours 1/2. 

Souris 2. On injecte 1 c. c. de ce sérum 24 heures avant une 
piqure de b, de la Réunion ; elle meurt avec une survie de 
3 jours 1/2. 

Souris 3. On pique cette souris avec le bacille de Djeddah, 
et le Jendemain on lui injecte 1/4 dec. c. serum José D. La souris 
meurt en 8 jours, avec une survie de 5 jours et demi. 

Souris 4. — Recoit une piqtre de Djeddah, et le lendemain 
une injection de 1/10 dec. c. de sérum José D. Elle meurt avec 
une survie de 42 heures. 

II. Strum Anronto C... Souris 5. Une dose de 1/2 c. ¢. 
de ce sérum, injectée 24 heures avant une piqure de Djeddah, 
retarde la mort de cette souris de 4 jours 1/2. 

Souris 6. Recoit 1 c. c. de sérum Antonio C. sous la peau; 
24 heures apres, on la pique avec le bacille de ia Réunion. Elle 
meurt 15 jours aprés la piqtre, soit une survie de 13 jours. 

Souris 7. 1/10 de c. c. de ce sérum ne retarde la mort que de 
42 heures chez cette souris qui a été piquée avec une culture 
de Djeddah. 

II. Sérum Freverico B... — Souris 8. Regoit 1/2 c. c. de ce 
sérum dans le dos. 24 heures aprés, on la pique avec une culture 
de Djeddah. Elle meurt en 90 heures : survie 30 heures. 

Souris 9. On injecte a cette souris 1 c. c. de sérum Fre- 
derico, et le lendemain on la pique avec une culture de la Réu- 
nion; la survie est de 3 jours 1/2. 

Ces expériences montrent que le sérum des malades guéris 
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naturellement de la peste, sans avoir regu le traitement par le 
sérum antipesteux, jouit de propriétés légérement préventives 
et méme curatives. Chez le cobaye, nous avons, sauf dans un 
seul cas, toujours observé la survie des animaux en expérience, 
que le sérum ait été employé a titre préventif ou a titre curatif. 
S’il n’en a pas été de méme pour la souris, cela peut tenir a 
deux causes: la plus grande sensibilité de cet animal vis-a-vis 
du coccobacille d’Yersin, ou bien la longue durée pendant 
laquelle nous avions conservé le sérum avant de renouveler nos 
expériences. Bien que le sérum ait été maintenu dans des tubes 
scellés 4 la lampe, il est possible que les trois mois qui se sont 
passés entre la prise du sang et l’expérimentation du sérum aient 
atténué les propriétés qu'il a montrées dans nos expériences 
chez le cobaye. 


Contribution & 1a nutrition intracelialairg des levares 


Par E. KAYSER 


(Travail du laboratoire des fermentations a l’Institut agronomique. ) 


Les boissons fermentées subissent en vieillissant des varia- 
tions d’acidité d’origines diverses. Il y en a de chimiques 
précipitation de la créme de tartre dans les vins, phénoménes 
d’éthérification; d’autres sont Vorigine microbienne et sont dues 
a diverses espéces de bactéries et de mycodermes. 

Y en a-t-il qui doivent étre mises au compte de la levure? 
c’est ce dont on alongtemps douté et ce qui a été mis en lumiére 
par les travaux de divers savants. ; 

Pasteur, cultivant de la levure dans un milieu nutritif addi- 
tionné d’acide racémique, a montré qu elle faisait d’abord dispa- 
raitre Vacide droit en laissant l’acide gauche intact. 

Naegeli nous a appris que la levure était apte a prendre le 
carbone, nécessaire a la constitution de ses tissus, 4 beaucoup 
hydrates de carbone, a divers acides organiques, et il a vu que 
la présence de loxygéne favorisait beaucoup cette assimilation. 

Boussingault, Goethe et Kulisch ont constaté des diminutions 
notables et progressives d’acidité dans les cidres; ce dernier 
savant cite méme un cas ow la diminution de l’acidité d'un cidre 
a atteint 40 0/0 de Pacidité primitive. 

Des faits analogues ont été trouvés avec les vins par A. Czeh, 
Muller-Thurgau et Kulisch. 

Kulisch, le premier, attribue cette diminution d’acidité a la 
levure et il y voit un phénoméne d’ordre vital. Ayant constate 
des diminutions d’acidité trés sensibles dans les bouteilles de 
vin complétement remplies et maintenues a l’abri de Vair, il 
élimine la levure par filtration, ou la détruit par chauffage, et il 
voit la diminution de l’acidité s’arréter complétement. 

Wortmann nous a montré que la disparition des divers 
acides dépendait de l’espéce de levure employée, et qu’en 
general acide malique était le plus facilement détruit. 
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Ilest tres probable que beaucoup de facteurs interviennent 
ici : c'est ce qui résulte dune étude de M. Schukow. 

Ce savant, opérant avec des milieux naturels (jus de raisins) 
ou artificiels, additionnés de divers acides, a fait voir que diverges 
levures pouvaient faire disparaitre ces acides en quantités 
variables; c’est ainsi que l’acide citrique disparaissait plus faci- 
lement que l’acide succinique ; il est probable que chaque levure 
a ses préférences. 

Schukow a, en outre, constaté que la diminution était, en 
général, plus forte dans les milieux nutritifs aérés et riches en 
azole. 

De toutes ces recherches, il résulte donc que le ferment 
alcoolique intervient dans la disparition de l’acidité des boissons 
fermentées, et il y a a se demander quand et comment il exerce 
cette action. 

La question ne présente pas un intérét pratique bien consi- 
dérable, car les boissons fermentées sont, en général, séparées 
aussitdt de jeurs lies. De plus ces actions de combustion exigent 
le contact de l’oxygéne de l’air, qui entre trés difficilement dans 
les vases vinaires et disparait trés vite du liquide, comme l’a mon- 
tré Pasteur, employé qu’ilest a des oxydations d’ordre chimique. 
Néanmoins, la question présente un certain intérét, et j’ai éte 
(autant plus encouragé al’aborder que jusqu a présent personne 
n’a étudié séparément les variations de l’acidité fixe et celles de 
Pacidité volatile. 

Kn faisant ce départ, on peut espérer voir un peu ce qui se 
passe dans la nutrition intra-cellulaire de la levure. 

Dans ce travail, les acidités totales, titrées & l’eau de 
chaux, sont exprimées en grammes et en milligrammes par litre ; 
elles ont été calculées en équivalents de Vacide employé dans 
lexpérience. Les acides volatils, dosés @aprés la méthode ‘des 
distillations fractionnées de M. Duclaux, sont exprimés en 
acide acétique et en milligrammes par litre. 

Lorsqu’on avait affaire 4 l’acide succinique comme seul acide 
fixe, soit qu il ait été ajouté au liquide soumis a la fermentation, 
soit qu'il fit produit par fermentation, les nombres obtenus sont 
faciles & interpréter. Si l’on a d’autres acides fixes mélangés A 
l’acide succinique, on peut appliquer la méthode de M. Laborde. 

Elle consiste & évaporer a siccité “au ‘bain-marie ‘le ‘liquide 
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fermenté en présence de sable, et a traiter ensuite l’extrait des- 
séché, additionné de grenailles de plomb, par V’éther a froid ou 
encore a chaud par un appareil a épuisement. 

M. Laborde nous a montré qu’il pouvait y avoir une éthéri- 
fication quelquefois forte pendant l’évaporation, grace a la 
présence de la glycérine: aussi les nombres trouvés ia acide 
succinique par l’extraction a l’éther sont souvent notablement 
inférieurs a ceux calculés par différence entre l’acidité totale et 
volatile; mais on peut retrouver, par une saponification, l’acide 
succinique qui disparait a l’état d’éther. 

On peut encore empécher cette éthérification en procédant 
comme suit : on évapore a siccité complete le liquide fermenté, 
neutralisé préalablement a l’eau de chaux titrée; on met les 
acides en liberté en faisaut bouillir avec une quantité d’acide 
oxalique correspondant a l'eau de chaux employee, on filtre et 
on applique la méthode de M. Laborde. 

En dehors de ces éthers formés pendant Vévaporation du 
liquide, il s’en produit d’autres pendant toute la durée de la 
fermentation par suite des réactions qui ont lieu entre l’alcool, - 
la glycérine, les acides préexistants ou produits, et leur quantité 
peut varier énormément, non seulement avec le temps, mais 
encore avec la levure en présence. En effet, les diverses levures 
placées dans les mémes conditions de culture se multiplient plus 
ou moins, donnent des quantités variables d’alcool, de. glycé- 
rine, d’acides, brilent ces derniers plus ou moins vite, et dés lors 
peuvent réagir indirectementsur les phénomenes d’éthérification. 
fl était done nécessaire de tenir compte de ces éthers formés, 
afin de ne pas compter comme acides disparus ceux qui auraient 
passé & V’état d’éthers, et pour éviter ainsi des erreurs Winterpré- 
tation qui pourraient résulter de la méconnaissance de ces varia- 
tions. Ainsi j’ai trouvé une levure, isolée d’une lie de Chateau- 
Latour, qui donne beaucoup d’éther acétique, et qui, aprés avoir 
rendu le milieu acide, le rend ensuite alcalin dans des conditions 
spéciales sur lesquelles nous reviendrons dans un autre travail. 
Il y a toujours de l’acide acétique, mais il est & l'état d’acétate 
d’ammoniaque; cette formation peut ainsi expliquer la disparition 
des acides, sans combustion directe par la levure. 

Pour doser ces éthers, on a opéré comme suit ; on évapore 
un certain volume de liquide én‘présence d’un éxces de solution 


608 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR. 


potassique de volume et de titre connus, au bain-marie a sec; on 
retitre exces de potasse par l’acide sulfurique, titré a nouveau 
par de la potasse décime. Les éthers ainsi obtenus sont calculés 
en acide succinique. Si nous soumettons ensuite le liquide a 
la distillation, aprés mise en liberté des acides par |’addition 
d’un exces d’acide tartrique ou d’acide sulfurique, on obtient les 
acides volatils libres et ceux qui étaient combinés a l’état d’é- 
thers; comme on peut faire le dosage des acides libres a part, 
ona par différence les éthers volatils exprimés en acide acétique ; 
il ne reste plus qu’a retrancher ces éthers volatils des éthers 
totaux pour avoir les éthers fixes. Je m’attacherai surtout a 
indiquer les résultats des expériences faites avec un seul acide 
fixe, le plus intéressant au point de vue qui nous occupe, lacide 
succinique. 

Dans un certain nombre d’expériences, nous montrerons par 
des courbes les variations des acides totaux, acides fixes, acides 
volatils, ainsi que celles de la somme des acides et des éthers 
correspondants dans un méme ballon depuis le commencement 
jusqu’a la fin de Pexpérience. 

Ceci pos¢, indiquons briévement le mode opératoire employé : 
la premiere analyse, correspondant a la fin de la fermentation, 
sert de point de départ, c’est-a-dire que toutes Jes variations 
constatées pendant la durée d’une expérience sont rapportées a 
celle-ci; ces variations sont quelquefois calculées en proportions 
centésimales et précédées des signes + ou —, selon qu’il s’agit 
dune augmentation ou d'une diminution de l’acidité considérée. 

Pour le prélévement des échantillons, le mieux est de faire 
des prises successives dans un méme ballon, en tenant compte 
de l’évaporation pendant le temps qui s’est écoulé entre les 
dates des diverses prises, et & rapporter ensuite tous les nombres 
ala concentration de la premiére analyse, c’est ce que j’ai fait 
dans une partie des expériences. 

On peut également ensemencer un certain nombre de 
matras de méme dimension a l’aide de la méme boucle de 
platine trempé dans une méme culture, et a chaque 
analyse sacrifier un ou plusieurs matras. Certes on n’a pas le 
droit didentifier tous ces matras, car les acidités totales et 
volatiles ne sont pas tout a fait les mémes dans les différents 
matras ni au départ ni a Ja fin; je dois cependant ajouter que 
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dans nombre d’expériences, j’ai trouvé une identité presque 


-absolue aussi bien au début qu’a la fin, et dés lors je crois que ce 


mode opératoire nous permet de nous faire une idée suffisante 
des variations d’acidité qui se produisent dans le courant d’une 
fermentation. 

Les variations de l’acide succinique, produit normal de la 
fermentation alcoolique, étant les plus intéressantes a étudier, 
c’est avec lui que nous avons fait le plus d’essais. 

Kn étudiant maintenant les variations constatées dans l’aci- 
dité totale, fixe et volatile, nous pouvons nous rendre facilement 
compte s'il y a augmentation ou diminution, et quel est le sens 
du phénomeéne. 

Nous allons d’abord suivre ces variations dans un méme 
ballon, mais dans des liquides différents additionnés de quan- 
tités variables d’acide succinique, ou laissés sans addition d’au- 
cun acide, et avec ce cas n’ayant que les acides produits par Ja 
fermentation : acide succinique et acide acétique. 


(te EXPBHRIENCE. — iimsemencons de l’eau de touraillons 4 10 0/0 de sac- 
charose, addilionnée ou non d’acide succinique, avec une méme levure de vin 
et faisons des prises dans ces deux ballons apres 24, 78, 419 jours. 


Ballon sans Ballon addi- 
addition Wacide tionnéd’ac. 


succinique, succinique , 

Acidité totale & la fin de la tre fermentation. 4,245 3,931 
Diminution aprés- 24 jours....; ......- siete 0, 195, 0,202 
= Se) BAe DN AG Ca sae 0.334 1.063 

— pal) t= ae Ses PaaS HOON ar 0,240 1,614 
Acidité fixe & la fin de la 4¢ fermentation , 4,130 3,583 
Diminution -apres= 24 fours... <%...5.5..+6 O35 0,164 
= 2 eeln oo e <a emer oh ie eechryc cin é0 0.254 0,780 

= See AAO S Fy in Sere k pcan fore 0,155 1,344 
Acidité volatile a la fin de la 1 fermentation. 0,115 0,351 
Dimunntron: apres s24JOurs..... wasn eee» 0,068 0,041 
a Ea ae (See Ian Canton Wa TG ().080 0,283 

a eS a! ie a Re eee ea 0,055 0,297 
Variation centésimale de Vacidité fixe....., 13,71 36,67 
= = — volatile. 47,82 84,61 


Nous constatons dans les deux ballons une diminution pro- 
gressive des trois acidités : cette diminution est bien plus forte 
dans le ballon qui a regu de l’acide succinique a l’origine ; il 
semble méme se former des acides fixes et des acides volatils 
dans le ballon non additionné d’acide succinique, a la fin de 
Vexpérience, 

39 
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2e ExpERIENCcE. — Ensemencons maintenant deux autres ballons ronke: 
nant de l’eau de levure a 10 0/0 de saccharose avec une leyure de vin. Lun 
A reste sans acide, l'autre D est addilionné d’acide succinique a l’origine; le 


a, + ethers fixes 


tableau suivant et les courbes de la figure 1 nous renseignent sur les yaria- 
tions des divers acides; on y trouve également pour la fin de l’expérience 
la somme des acides fixes et éthers fixes ; la figure 2 représente les courbes 
des variations d’acidité dans deux autres ballons B et F, le premier addi- 
tionné a la 2e prise d’acide acétique, le second F d’acide succinique, 


; Acidité fixe a la fin de la {re fermentation, 
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Ballon A, Ballon B, 


Acidité totale a la fin de la 17 fermentation. 4,130 2,860 

Variation aprés 46 JOUTS Hr nce tee. > + 0,840 + 0,340 
= Fe ee crt Poe hay cc ot + 0,278 — — 0,065 
— St OU ain nee Me ieee SOAS » 


Fig. 2. 


4,034 2,722 
Variation aprés 46 jours,................ ; + 0,353 + 0,272 
a arcs ead Ogee eae eee any tater 

= mes 1) One = gee ee oe trick: alt 5 — 0,069 » 


= eS NS Oe as fais fs aaraet » — 0,461 
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Acidité volatile & la fin de la 1" fermentation. 0,096 0,138 

Variation apres 946 JOUTSiAs-.. crime eat seein — 0,018 ~ + 0,068 
ss SE) Oe rie ed rn FAG. = 0,048 = 0,14 
— = 109 Vo be cata iare teen ees — 0,046 » 
— ==) Ab0 = Dance ate » — 0,094 

Variation centésimale de l’acidité fixe....... 6,67 16,93 
— — ==. volatile 47,94 68,44 


Les variations centésimales de l’acidité volatile ressemblent 
a celles trouvées avec l’eau de touraillons : par contre les varia- 
tions centésimales de l’acidité fixe sont bien plus faibles pour 
une durée moyenne de 120 jours. Ceci nous montre l’influence 
du milieu, la levure ensemencée étant la méme pour les deux 
expériences ; lasomme des acides fixes et des éthers fixes va en 
diminuant entre la 3° et la 4° prise dans les quatre ballons. 

Ces deux expériences nous montrent que l’acidité fixe et 
volatile diminuenten présence de la levure, dans des proportions 
variables avec le milieu de culture et les conditions de l’expé- 
rience. 

Passons maintenant en revue toutes les influences exteé- 
rieures qui modifient la nutrition de la levure. Nous allons retrou- 
ver de nombreuses variations qui rappellent celles qu’on trouve 
pour le pouvoir ferment d’une levure. 

A) Influence de la race de levure. — Toutes les levures ne se 
ressemblent pas. Elles ne transforment pas toutes avec la méme 
facilité une méme quantité de sucre en alcool et en acide carbo- 
nique; elles ne produisent pas, toutes choses égales d’ailleurs, 
les mémes proportions de glycérine, d’acide succinique, d’acides 
volatils, et nous allons voir qu’elles ne font pas disparaitre avec 
la méme vitesse les acides qu’elles trouvent dans les liquides. 
Citons a cet effet quelques expériences. 


dre ixpkrieNce. — Deux leyures de vin, 6 et B, ont été ensemencées dans 


l'eau de touraillons, sucrée 44 0/0 et additionnée de 6 grammes d’acide > 


tartrique par litre ; voici les variations constatées pour les acidités. 


; Levure 6, Levure B, 
Acidite totale ala fin de la fermentation... 7,49 8,76 
Variation apres 7 semaines............... — 0,4) a 1.89 
Acidité fixe a la fin de la fermentation , .. 6,69 8.04 
Variation apres 7 semainés............... — 0,15 a 4.14 
Acidité volatile 4 la fin de la fermentation. 0.64 0,58 
Variation aprés 7 semaines..............- —10;27 6-56 
Diminution centésimale de lacidité fixe . : 2,20/0 44,20/0 
— a —  yolatile. 43 0/0 62 0/0 
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La levure B fait done disparaitre beaucoup plus d’acidité que 
la levure 6: la différence est surtout sensible avec les acides fixes : 
ces variations ne peuvent, en effet, pas s’expliquer par des pro- 
portions variables d’éthers formés, 4 moins d’admettre a priori 
des productions de glycérine variant dans le rapport de 1.4 3 pour 
les deux Jevures 6 et B. 


2¢ Expérience. — Du jus de raisin a été ensemencé avec diverses levures 


el analysé aprés 15 jours, 3 mois et 5 mois. 


Leyure Levure Levure Leyvure 
7 16 35 
Acidité totale a la fin de la fer- 
IOVS RANG MSA cs nt een can Ce 6,36 5,04 5,63 6,24 
Variation aprés 90 jours,.:..... — 0,13 — 0,58 — 0,84 — 1,08 
—_ = es een — 141,24 —4117 — 0,15 — 0,87 
Acidite fixe a la fin de la fermen- 
LAL ON Aran ee yee eaunta eae ee 6,19 B14 5,3 5,88 
Variation aprés 90 jours....... — 0,02 0,27 1,05 0,84 
= See eat eae ae TAO. 88" 1 OlOr aren 
Acidité volatile & la fin de la fer- 
MUSICA OM raters on ee eel ee 0,14 0,32 0,22 0,29 
Variation aprés 90 jours....... — 0,09 — 0,25 + 0,16 — 0,19 
— Sree) () ae ee ae — 0,141 — 0,27 — 0,01 — 0,25 
Diminution centésimale finale de 
Vacidite times ess 0 eee 47,8 16,1 2.8 9,7 
Diminution centésimale finale de 
Pacraitesy olatilies.. sseis< reesei 82 85 4 83 


Nous constatons une diminution progressive et sensiblement 
pareille de lacidité fixe et volatile pour les deux levures 1 et 7; 
par contre l'acidité passe par des oscillations plus ou moins 
fortes pour les deux autres levures. Faut-il y voir un caractére 
physiologique, ou peut-on attribuer cette grande différence a 
des phénoménes d’éthérification? Contentons-nous pour le 
moment de la signaler et de dire que la levure 6 montre, en 
général, des diminutions suivies d’augmentation d’acidité, c’est- 
i-dire que les ballons ensemencés avec cette levure passent par 
des oscillations souvent trés fortes dans la dose des divers acides 
fixes et volatils. 


3° Exefrtence. — Da moat de raisin, avec 83,51 d’acidité par litre, est 
ensemencé avec les deux levures de vin 4 et 16; aussitot que la 1e fermen- 
tation est terminée, on fait une premiére prise et on abandonne les matras 
a la température de 250 del'étuve; la 2¢ prise a été faite apres 90 jours et 
la 3e prise aprés 110 jours, 
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Levure 4. _Levure 16, 

Acidité totale & la fin de la fermentation..,.. 10,42 9729 
Variation aprés 90 jours...... ci eideaoes trea eemohe a — 4,73 — 41,02 
_ AA; }OULS ae aot aise bees ee — 2.22 — 1,45 
Acidité fixe & la fin de la fermentation...... 40,14 8,82 
Variation-apres 905) OURS emt eerie re ee — 1,54 — 0,65 
— (10 jours OS tha eee eee — 1,97 — 41,05 
Acidité volatile a la fin de la fermentation.... 0,23 0,38 
Variation apres-90 JOUrSinourt.teser ere — 0,16 — 0,30 
140 JOUTStaer anaes oy meine — 0,20 — 0,32 

Diminution centésimale finale de l’acidité fixe. 49,5 41,9 

Diminution centésimale tinale de Jlacidité 

VOLAUILE Fs Aas tore ars este hare ate mon eteee teats 80,0 84,4 
Poids, moyen de-levurey pecan oe eee el 3,98 4,49 
Un gramme de levure a fait { Acide fixe... 0,50 0,23 
dsparaitre. { Acide volatil. 0,50 0,78 


Nous constatons une diminution centésimale d’acidité fixe 
plus forte avec la levure 1; la diminution de l’acidité volatile est 
sensiblement la méme pour les deux Jevures, mais si nous nous 
rapportons a l’unité de levure, nous voyons que la levure 4 
détruit autant d’acidité fixe que d’acidité volatile par gramme; 
pour la levure 16 la différence est du simple au triple. 

Si l’on calcule la diminution journaliére, on s’apergoit que la 
levure 1 se comporte a peu prés de Ja méme maniére pendant 
toute la durée de l’expérience : dans la 1" période elle fait dis- 
paraitre 17 milligrammes d/acide fixe et 17 milligrammes 
d’acide volatil par jour; pendant la 2° période environ 20 de 
chacun des deux acides; la levure 16 par contre détruit 7 et 
20 milliigrammes d’acide fixe pendant les deux périodes, et 
33 et 20 d’acide volatil, c’est-a-dire qu’au commencement la 
levure 16 semble s’attaquer surtout a Vacidité volatile et 4 la fin 
& Pacidité fixe. a 

La levure employée semble donc influer sur la disparition 
des acides et faire varier les acides fixes et volatils dans des 
proportions différentes. 


II 


Les levures ont des milieux de culture qu’elles préférent, 
variables d'une espéce l'autre, et parmi les facteurs qui influent 
ici, il importe de citer Vacidité du milieu et la nature de 
Vacide fixe ou volatil présent. Etudions donc au point de vue de 
cette acidité ’influence du milieu. 

Influence de Vacidité du milieu : A) acides fixes. — Lorsqu’on 
ensemence diverses levures de vin dans des modts de raisin 


AN 


a 
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Wacidité variable, on trouve que les liquides fermentés contien- 
nent des acidités variables avec le mouwt primitif et avec la 
levure employée ; le rang occupé par chaque levure varie d’un 
mout 4 l’autre. Considérons les résultats constatés avec différents 
milieux au point de vue de la dose et la nature de l’acide. 


{re EXPERIENCE. — Lorsqu’on ensemence avec une méme levure de l’eau 
de touraillons ou de ?’eau de levure sucrée et additionnée de quantités 4 peu 
pres équivalentes d’acide tartrique, ou d’acide malique, ou d’acidecitrique, et 
qu’on abandonne les liquides fermentés en présence de la levure, on voit que 
les acidités totales et volatiles diminuent réguliérement; nous laissons de 
cété les acidités fixes, en raison des incertitudes qui affectent le dosage 
lorsque plusieurs acides fixes se trouvent en présence; le ballon A arecu de 
Yacide tartrique, le ballon B de l’acide malique et le ballon C de J’acide 
citrique. 


A B G 
Acidité totale & la fin de la 4'¢ fer- 

NG TMEN ON sopoosvavsdusnGooKUGes 6,290 4,980 5,890 
Diminution aprés 93 jours..,...... — 0,820 — 0,780 — 0,490 
Acidité volatile 4 la fin dela 47° fer- 

FILE TALEVCL Olieeenrerde pet te ever sioviiersieieie tors 20 0,275 0,164 0,206 
Diminution aprés 93 jours......... — 0,226 — 0,443 — 0,185 
Variation centésimale de lacidité 

LOLA Ome teaven sc Gin raaten eee ee — 130/0 — 15 0/0 — 8,30/0 
Variation centésimale de Vacidité 

WONG se detidg doPocdiin Gono aG Meee 82 8 — 87,2 - — 89,8 


La disparition des acides totaux est la plus forte dans le 
ballon B, soit parce que la il y a plus d’acide succinique, soit 
encore parce que |’acide malique est plus facilement brulé que 
les deux autres acides. 

Il est fort probable qu’il existe pour chaque acide une dose 
optima pour laquelle la diminution de l’acidité atteint, avec une 
levure donnée, un maximum. : 

Voyons maintenant comment une méme levure se comporte 
dans le méme milieu avec diverses doses d’un méme acide. 


Qe ExpERIENCE. — On ensemence de I’eau de touraillons a 3 0/0 de saccha- 
rose, additionnée d’un demi-équivalent ou d’un équivalent et demi d’acide 
tartrique par litre environ, avec une levure de vin. On fait une premiere 
analyse et on abandonne les ballons pendant 13 semaines 4 ]’étuve. 


Dose 1/2 AT. 44/2 AT. 


Acidité totale a la-fin de la Je fermentation... 44S 13,16 
Diminution apres NOOR Sie socio Roads aeeon = 0,20 —‘0,34 
Acidité volatile a la fin dela 4" i oomtston, 6 0,64 0,80 
Diminution aprés 90 jours...........+-.9-..5, — 0,60 — 0,39 
Variation centésimale de l’acidité totale. . Sioa — Ak — 23 


Variation centésimale de lacidité volatile .. 28 = SO — 48,8 


e aeee. Cohg th, ¢, 
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Cette expérience nous apprend que les diminutions absolues 
et centésimales des acides fixes et volatils sont plus élevées 
avec la dose faible d’acide tartrique a l’origine; dans une autre 
expérience, l'acide citrique s’est comporté comme I acide tar- 
trique. 

Prenons enfin un milieu plus complexe, le jus de raisins, 
et voyons ce qui s’y produit : 

3e Expérience. — Deux jus de raisin A et B, ayant Aa l’origine une- 
acidité totale de 128r,54 et de 8gr,5 par litre exprimées en acide tartrique, 
sont ensemencés avec la levure de vin 1; apres la premiere analyse, les 
ballons sont abandonnés pendant 110 jours a la température de 25°. 


A B 
Acidité totale a la fin de la 4" fermentation... 42,62 10,42 
Variation apres 1. 0SjOUrS am cbria et meay iat — 4,65 — 2,22 
Acidité fixe a la fin de la 1° fermentation..... 12,26 10,44 
Vartration, apres 4:0) fours acer cic — 1,27 — 1,97 
Acidite: volatile Aeemecracse oe ce ere aera ant 0,29 0,25 
Variabron apres st On uns ae ee sence vee eects — 0,23 — 0,20 
Variation centésimale de l’acidité fixe......... 10,3 19,5 
Variation centésimale de lacidité volatile ..... 17,4 80,0 


C’est donc encore dans le motit le moins acide que l’acidité a 
diminué le plus; mais le jus de raisin est un milieu fort com- 
plexe ; il renferme, & coté de l’acide tartrique, d’autres acides 
fixes, en plus oumoins grande proportion : je nai pas recherché 
si c’était acide tartrique ou l’acide succinique qui avait surtout 
disparu, soit comme acide ou comme éther. 

B) Acides volatils. Acide acétique. — Le plus important parmi 
les acides volatils est l’acide acétique, produit constant de 
toute fermentation alcoolique : nous savons qu'il disparait plus 
rapidement que les acides fixes et dans des proportions d’au- 
tant plus fortes que les doses en sont plus élevées. 


ire ExpERIENCcE, — Ensemencous avee une levure de vin deux ballons 
contenant de Yeau de levure sucrée et additionnée d’acide succinique; 
lorsque fa premiére fermentation est terminée, ajoutons de lacide acétique 
dans le ballon B; voici comment se sont comporlés ces deux ballons, 
lors des différentes prises. 


A B 
Acidité totale au-début,..., apn ay eB iii e 6,220 6,590 
Diminution aprés 93: jours, ......0+.-s5.- — 1,080 — 41,48 
PN GHKO UEMURA Y LNG MOAN MIG eee aaa eo o Gor 6,026 5,743 
Diminution aprés 93 jours... 7.660.000 6.00: — 0,918 — 0.718 
Acidité volatile au début........, Bay a Sopentatss 0,194 0,847 
Diminution aprés 93 jours;......6.2....0.. — 0,162 — 0,718 
Variation centésimale de Vacidité fixe...... 15,23 12,41 
Variation centésimale de Vacidite volatile ., 83,50 84,65 
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L’addition d’acide acétique semble retarder la disparition des 
acides fixes, tandis que l’acidité volatile disparait & peu prés 
dans la méme proportion, mais le milieu de culture et la 
levure interviennent encore ici, comme le montre Vexpérience 
suivante : 

2e KixpERIENCE. — Les ballons A avaient a l’origine une acidité volatile 


de 90 milligrammes, les ballons B de 1090, c’est-a-dire 1 gr, de plus; 
l’expérience a également duré 90 jours. 


Ballons A. Ballons B, 
a - > i 
rsh < : Lev. e. 46 71 e. 16 71 
Diminution centésimale de 
Pacrdirter fice a essen OSs 3 ond, Lao Ore AD Ab ao Qi 2 fen 
Diminution centésimale de 
Vacidité volatile ......... 4A 7 62 93,4 9252 97% 


On pouvait se demander quelle était linfluence des produits 
formés pendant la fermentation, parmi lesquels l’acide acétique 
et les éthers ont un rdle spécial; pour le voir, il fallait 
done les éliminer, enlever tout le liquide d’une fermentation, 
Jaisser la levure et y verser une quantité égale de liquide nutri- 
uif non fermenté, non sucré, mais additionné d’une quantité 
d’acides fixes et volatils égale a celle qui a été enlevée. En com- 
parant des ballons pareils, l’un dans lequel on a fait une pre- 
miére prise, l’autre qui a recu du liquide neuf, on trouve dans 
ce dernier une Ilégére augmentation de l’acidité fixe suivie 
ensuite d'une diminution de cette acidité; Vacidité volatile 
diminue constamment dans les deux hallons, la diminution 
centésimale approche de 90 a 95 0/0. 

Sila proportion de levure jeune est forte, la disparition des 
acides peut étre compléte, comme nous le montre l’expérience 
suivante. 

On siphonne le liquide @une fermentation alcoolique (400c.c.) 
aussitot que la premiére fermentation est finie, et on remplace 
par 150 c. c. deau de touraillons acidulée en acide suc- 
cinique et acide acétique; le ballon A recoit de plus 3c. c. 
Valcool 4 95°; on abandonne a ’étuve pendant 60 jours. 

L’observation journaliére nous a montré que la levure méne 
une vie aérobie et forme voile a la surface. 


A Vorigine. Apres 60 jours. 
a eee z on 
A B A B 
Acidité totale secs... 4,337 1,437 0,085 05122 
— wolatile on. 525.. 0,442 0.442 0,010 0,008 
sot tix oe: one oe 0,896 0,995 0,076 0,039 


‘ae ae 


a 


a 
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Les acides avaient donc presque complétement disparu; 


car il n’y avait que 20 milligrammes d’éthers totaux dans le 


ballon A et 60 dans le ballon B. 

Il pouvait étre utile de voir comment se comporteraient les 
divers acides volatils, les plus communément trouvés dans les 
liquides fermentés : acide formique, soe propionique et acide 
butyrique. 

Dans ce but, j’ai ajouté aux liquides fermentés, laissés en 
présence de la levure, des quantités déterminées de ces divers 
acides, que l’on a dosés par la méthode des distillations frac- 
tionnées de M. Duclaux. 

Acide formique. — Cet acide, qui se forme dans beaucoup de 
circonstances, n’apparait, en général, que trés rarement dans les 
liquides de culture on peut se demander sil est toujours 
absent, et si Ja levure ne peut en former dans certaines condi- 
tions. 

M. Khoudabachian a trouvé de l’acide formique dans les 
raisins secs et de trés faibles traces dans les motts naturels. 

Des essais faits avec diverses levures et dans divers milieux 
de culture, aux températures de 10°, 25° et 35°, m’ont montré Ja 
formation d’acide formique, en proportion variable avec la 
température et avec la levure employée; nous savons, aussi, 
par les expériences de M. Duclaux, que les levures peuvent 
briler cet acide, si la dose ne dépasse pas 0) gr. 4 par litre; dés 
lors on n’a qu’a ajouter une solution d’acide formique dans le 
liquide fermenté et voir ce qu'il devient. 

Je me contenterai de montrer les résultats fournis avec la 
levure de vin 9, 


Acidité volatile au } A Acétique aiavapes cee 0,758 
départ. AN COTO Aenaettit ere eee ae ceas 0,317 
Variations aprés A CA COUGUEC AV tirdenie fect ae 0,870 
60 jours. ions MOST AUT = ocean eo Ae HBO 0,230 
Variations aprés ASUACCLIGIIE © presse cieas cote: eee 0,644 
135 jours. A UHOT MTG Conte eorayi > eee 0,053 
Variation centésimale ( A. Acétique ...............000. 27,4 
apres 135 jours. (| A. Formique.................. 83,0 


L’acide formique disparaft done avant l’acide ee, et il 


disparait beaucoup plus rapidement a l’étuve (28°) qu’A la tem- 
pérature de 10°, 


Cn ata 
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- Acide propionique et acide butyrique. — Il existe des levures 
qui brilent Vacide propionique en notables proportions ; d’autres 
le laissent intact. 

De plus on remarque qu’avec telle levure, Ja présence de cet 


7,000 


6-000 


thers vol. 


=<=s--5-5- = 
_— 


acide favorise la disparition de l’acide succinique, pour telle 
autre la disparition de l’acide acétique. 

La levure n’attaque que faiblement l’acide butyrique : en sa 
présence l’acide acétique disparait vite. On peut se demander 
si addition d’acide butyrique 4 un liquide ne change pas le 
mode de vie des levures; leur vitalité ne diminue pas en pré- 
sence de 0 gr, 2 d’acide butyrique par litre; il convient, en 
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outre, de signaler qu’avec l’acide butyrique on trouvait, a la 
derniére prise de la distillation, de notables quantités d'acide 
valérianique, bien supérieures a celles trouvées dans Vacide 
butyrique employé. 

En résumé, nous avons vu que les acides peuvent disparattre 


Fig. 4. 


en proportions plus ou moins fortes selon le milieu considéré; 
une partie est brulée, une autre passe a |’état d’éthers. 

D. Influence de la matiere azotée. — L’addition de peptone a 
un milieu de culture favorise, en général, le développement de 
la levure, et dés lors on peut a prévoir une disparition plus 
rapide des acides fixes et volatils; voyons si l’expérience con- 
firme ces prévisions, 


re Expsérinnce. — Ensemencons del’eau de levure 4100/0 de saccharose, 
acidulée & Vacide succinique (ballon A), et additionnée, en outre, de 0,50/0 
de peptone (ballon P); faisons des prises a différents moments dans les deux 


ue 
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a 


ballons, et étudions ainsi la disparition des acides fixes et volatils. Repré- 
sentons de méme par des courbes les variations constatées pour le ballon A 
fig. 3, ballon P fig. 4; enfin, donnons aussi le graphique d'un autre 
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ballon B (fig. 5), semblable aux ballons A et P, mais ayant recu, peu apres 
la premiére prise, une dose d’acide acélique. On voit que Jes courbes d'un 
méme élément ont la méme allure générale dans les trois ballons; nous 
parlerons plus loin des éthers formes, 


A Pp 

Acidité totale a la fin de la te fermentalion.,.. 6,220 3,890 
IMAM AT OMA OLEH S (ePOULS Ss samasrrectety adie Seb 0,510 0,650 
= OLN OUUES ee we ewaiers Saas Ray ea-ocegetale 0,790 1,190 

— {iain KOU Spe teamieenreecae ca Sicacl OES Sara 1,080 1,320 

Acidité fixe a la fin de la le fermentation..... 6,026 5,688 


Seosecs te ty oa a 
DuMIinWiHiOn-apreses( JOUNS: an, «5 vlcicb secre 0,504 0,524 


622 ANNALES DE L’°INSTITUT PASTEUR. 


Dimmnutionva pres ss aus. sess eee eee 0,705 © 1,024 
— 93 Jours.c).-. Salts soos eae airs bare 0,948 4,187 
Acidité volatile @ la fin de la 4" fermentation... 0,194 0,202 
Diminution aprés 27 jours........, 1, atte a eee 0,006 0,426 
—_ US" JOULES isp hose see ene 0,085 0,466 
_ 93. JOUTS. | ance tee ee 0,162 0,133 
Variation centésimale de l’acidité fixe......... 15,23 20,86 
Variation centésimale de Vacidité volatile... .. 83,50 65,84 
8.000 
SE fea had 
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Fig. 6. 


L’expérience nous apprend que l’addition de peptone fait 
disparaitre l’acidité fixe plus rapidement, et Vacidité volatile 


plus lentement. 


Dans une seconde experience faite avec de l’eau de levure, voici les 


variations centésimales trouvées : 
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Ballon sans Ballon avec 
peptone. 0,5 °/o peptone. 
7 iE 
Diminution centésimale de Vacidité fixe aprés 
ASESEMNMOINC Stas vac-cucen ete weet ee — 27,9 — 65,9 
Diminution centésimale de Vacidité volatile 
ALE Selous CIMOIMES master hiay oa teikiet oven te — 69,0 — 67,7 


Nous constatons une diminution trés forte de l’acidité fixe 
(acide succinique) ; il convient d’ajouter qu’a la suite de la 
deuxiéme prise, il s’est formé dans le ballon additionné de 
peptone, une abondante multiplication de levure qui a formé 
voile et dés lors a détruit trés vite l’acidité existante ; la figure 6 
nous montre la variation des divers éléments dans le ballon F 
depuis la premiére prise jusqu’a la derniére qui a eu lieu aprés 
13 semaines, 


SS . 
actd.volatils | 


\ 


ude succinigte el asparagire 
jAcide CCL GUL yf es 


} Acide succinigie 


Fig. 7. 


Qme Expkrsence. — Etudions maintenant l’influence de l’asparagine ; 
prenons de l’eau de touraillons 4 10 0/0 de saccharose, acidulée a l’acide 
succinique (ballon A) et additionnée, en outre, de 0,5 0/0 d’asparagine (bal- 
lon 8): faisons, comme d’habitude, les prises aux différents moments ; les 
résultats sont transcrits par les courbes de la figure 7 et indiqués dans le 
tableau suivant, 
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A B 
Acidité a la fin de la 4" fermentation......... 3,934 3,835 
Diiminulion (pres 24 Outs... «el eel 0,202 0,408 
= (SAT OURS Ay tome ees 4,063 1,109 
— (BBS he (OR OU asian re arate wrest Alb G-- 1,611 1,656 
Acidité fixe &la fin dela 1' fermentation..... 3,583 3,407 
Diminution apres. 24 jourss ©. seas os ole 0,461 0,293 
a 18 JOWES: os Se Re eee ee 0,789) 0,806 
—. SUS younerraseee sme 4,314 1,330 
Acidité volatile ala fin de la 1°e fermentation... 0,351 0,368 
Diminution apres 24 jours.<.......0e> 4.26 sys 0,041 | 0,115 
= fr. SIS OUPS te. eict Oe ee 0,283 0,303 
aad AMOS) OLS: Sere eee ees aren ae 0,297 0,326 
Variation centésimale de Pacidité fixe......... 36,67 38,36 
Varialion centésimale de l’acidité yolatile...,. 84,61 88,58 


Cette expérience nous montre que Vaddition d’asparagine 
n’a que trés faiblement influencé la disparition des acides fixes 
et volatils. 

Il resterait & voir linfluence de Vaddition de phosphate 
d’ammoniaque, Nous ferons connaitre, M. Dienert et moi, 
dans un travail spécial, les résultats obtenus sur ce point; je 
me bornerai a dire que, dans les milieux phosphatés, l’aci- 
dilé augmente bien plus longtemps que dans les milieux non 
phosphatés : et ce n’est qu’au bout d’un temps assez long qu’on 
observe des diminutions; la température, la dose de phosphate 
et la nature de l’acidejouent ici un grand role. 

D’une fagon tout a fait générale, nous pouvons done dire que 
la nature de l’élément azoté intervient trés neltement dans la 
variation des acidités des boissons fermentées. 

E) Influence de Véducation recue par la levure. — On sait que 
les levures peuvent conserver pendant quelque temps certains 
caractéres acquis par éducation, et lon pouvait se demander si 
des levures habituées par diverses générations successives a 
certains corps (phosphates, fluorures, acides) ne se comporte- 
raient pas difléremment des leyures non traitées. 

Voici les résultats constatés : une levure habituée a vivre 
dans un milieu acidulé & Vacide tartrique a fait disparaitre les 
acides fixes un peu plus rapidement : quant aux acides volatils 
elle ne montrait aucune différence avec la levure non traitée. 

On peut faire les mémes remarques pour une levure habituée 
a vivre dans des solutions phosphatées. 

Enfin, une levure habituée au fluorure d’ammonium fait 
disparaitre plus rapidement les acides volatils et moins vite 
les acides fixes, soit que ces acides soient moins vite bralés en 


NUTRITION INTRACELLULAIRE DES LEVURES. 625 


réalité, ou que la levure traitée produise plus d’acide succinique, 

Mais en résumé nous pouvons dire que l'éducation des 
levures n’intervient que trés faiblement au point de vue qui “ 
nous occupe. 

F. Influence de lair. — Pendant longtemps la disparition de 
Vacidité des vins a été considérée comme un simple phénoméne 
chimique di al’action de Poxygéne; comme cet oxygéne pénétre 
difficilement dans les vases vinaires et les bouteilles, la com- 
bustion devait étre lente. 

Schukow est venu nous apprendre qu'il pouvait y avoir un 
phénoméne biologique, en montrant que l’aération n’agissait pas 
de la méme fagon dans les milieux pauyres ou riches en prin- 
cipes azotés. 

L’aération peut avoir pour effet d’augmenter la multiplica- 
tion de la levure, et il peut ainsi en résulter indirectement 
une plus forte diminution de l’acidité; l’observation montre 
@ailleurs que la diminution est la plus forte la ot la levure 
méne le plus facilement la vie aérobie; les levures restant atta- 
chées au fond des vases font disparaitre beaucoup moins 
dacidité. 

Aération ou quantité de levure agissent alors dans le méme 
sens; signalons quelques expériences a l’appui de ce que nous 
venons dire. 


Are Exrpérience. — Ensemengons de l’eau de touraillons sucrée contenue, 
dune part, dans un vase plat et large, facilitant l’accésde lair, d’autre part 
dans un tube de 80 centimétres de long. Aussitot la premiere fermentation 
terminée, faisons une prise et abandonnons ensuile pendant trois mois. 


Culture en Culture en 
surface.  profondeur., 


Acidité totale & la fin de la 4" fermentalion..... 7,62 7,75 
Variation-apres*90 JOUTS..c.. 6. .c sees ees e es — 0,28 — 0,44 
Acidité fixe a la fin de la 4'¢ fermentation...... 7,40 7,33 
VariatvonyapeeseI0S}OULS. cn. st ele ee H's Waeceue Se Ope) an OA) 
Acidité volatile 4 la fin de la 4t¢ fermentation..... 176 0,172 
Vamiationma pres 90) JOURS ya occ oleae eeses ccelejelsustmvao* — 0,426 — 0,032 
Variation centésimale de lVacidité fixe........... 1,7 1,3 

Variation centésimale de l’acidité volatile....... 72 49 


En présence de lair, la diminution des deux acidités est donc 
activée, l’acidité fixe ne montre que de faibles variations; par 
contre l’acidité volatile a disparu dans de fortes proportions 


dans la culture en surface. 
40) 
em! 
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Qe Expérience. — On ensemence du jus de raisin avec deux levures de 
vin 16 et 18; ala fin de la premiére fermentation on agite bien les ballons 
et on fait une prise de la moitié du liquide de chaque ballon; on fait 
l’analyse et on fait passer tout le reste a travers une bougie Chamberland 
flambée; on recueille dans des ballons flambés analogues 4 ceux qui ont 
conservé la moitié du liquide, en présence de la levure: ces deux ballons sont 
bouchés au coton comme les premiers, on pése ensuite les ballons et on 
les abandonne pendant 2 mois 1/2 & 25°, on les raméne au poids primitif 
avec l’eau distillée et on analyse. 


Levure 16. Levure 18. 


Acidité totale & la fin de la fermentation..... 4,01 3,98 
Variation apres 75 jours en présence de levure. — 0,142 — 0,48 
Variation aprés 75 jours en présence de lair 
Seti ley Ao ae ote ec bie at Se eae eae — 0,06 — 0,09 
Acidité fixe ala fin de la fermentation....... 3,59 3,80 
Variation aprés 75 jours en présence de levure. + 0.14 — 0,31 
Variation apres 75 jours en présence de lair 
Sot Lane PREP ropa voi AGi a. ome oats Go — 0,02 — 0,05 
Acidité volatile a la fin de la fermentation.... 0,835 0,140 
Variation apres 75 jours en présence de levure. — 0,206 — 0,135 
Variation aprés 75 jours en présence de lair 
or) ea aN: OMSL Sin ae — 0,034 — 0,028 
Variation centésimale de l’acidité fixe en pré- 
Sencerde Mevure sac wash ten tonic ene + 3,9 — 8,2 
Variation centésimale de Vacidité fixe en pré- 
sencerndairiseull: fra see acetate tere — 0,7 — 1,3 
Variation centésimale de l’acidité volatile en 
OEE VOI HOMINIS: oot den gcunoe eon oc: == 1 a0 
Variation centésimale de lacidité volatile en 
presence dairsse ules eee eee terse — 10 — 20 


Cette expérience nous apprend que l’air n’intervient dans la 
disparition des acides que trés faiblement; il agit surtout en 
favorisant la vie aérobie de la levure, les quantités de tartre 
étaient exactement les mémes dans les deux ballons correspon- 
dant ala méme levure. 


3e Experience. — Nous avons déja cité une expérience ou la disparition 
des acides était pour ainsi dire complete, grace a une forte quantité de levure 
et grace al’arrivée facile de l’air: l’expérience suivante viendra la confirmer 
et nous montrer que c'est surtout lacide succinigue qui disparait facile- 
ment. 

Onaréparti, entre une série de tubes et de vases coniques, dela levure, 
en quantité suffisante pour occuper plusieurs centimétres dans les tubes; on 
verse ensuite dans ces tubes et les vases coniques 50 c. c. d’eau de tourail- 
lon additionnée d’acide tartrique, ou d’acide malique, ou d’acide succinique, 
et on abandonne pendant 5 semaines a l’étuve; il y a toujours 2 tubes et 
2 vases pour un méme acide, c’est-a-dire peu d’air et beaucoup d’air en pré- 
sence d’un poids de levure sensiblement le méme. 
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POUR LES 50 G. Cc. 


Acidité Acidité aprés Ethers 

4 Porigine, Ssemaines,  totaux, 
Acide tartrique....... 0,297 Tube 0,270 
== 0,275 
0,267 
0,268 
0,142 
0,125 
0,116 
0,115 


0,248 0,026 
0,254 0,014 
0,072 0,052 
0,060 0,067 


Vase 


Acide malique........ 0,268 Tube 


Vase 


Acide succinique..... 0,280 Tube 


Vase 


to] be por NwKE NK woe 


La disparition de l’acide tartrique est pour ainsi dire nulle; 
Yacide malique disparait aussi facilement en tubes qu’au large 
contact de l’air, enfin acide succinique disparait surtout lors- 
que l’air est en suffisante quantité dans le vase de culture. 

G. Influence de la température. — Nous savons que les 
diverses levures produisent des quantités variables d’acide 
succinique et d’acides volatils selon la température a laquelle a 
lieu la fermentation (10°, 25° ou 35°). Il était a prévoir qu’elles 
se comporteraient également d’une facon différente vis-a-vis des 
acides présents dans le liquide; c’est ce que l’expérience a con- 
firmé. 


Are Expérience. — On ensemence de l'eau de touraillons a 10 0/0 de 
saccharose, additionnée d’acide succinique, avec une levure de vin: aussit6t 
que le dégagement gazeux cesse, faisons une premiére analyse; abandonnons 
ensuite la moitié des ballonsa ]’étuve (259), l’autre moilié a Ja cave(8 a 109) 
pendant 9 semaines. 

La différence maxima constatée pour l’acidité totale des ballons de 
létuve était de 4 centigrammes, tandis que ceux dela caveconcordaiént d’une 
facon remarquable: aussi pourrons-nous nous contenter des résultats d’un 
ballon de chaque série. 


Etuye Cave 
ANCIdite tOfalesa dW OTYCIMe: <nrc cia ble miei. auske ele 6,313 6,350 
Viariationsa pres: IeSemeineSs.mare se syarcete-es, a HB — 0,594 
INEGI IE NISES-B3 I ONO Kl [haan Oeics Dado BO DIdO o 6,064 6,090 
Varlatlone apres i SCmalMesi cy circ emis a ele — 0,978 — 0,429 
Merditevolatiena Worieine was) eases + oe 0,252: 0,260 
Variation aprés 9 semaines.........-... soiree — 0,120 — 0,165 
Variation centésimale de lacidité fixe ....... — 16,5 — 7,0 


Variation centésimale de l’acidité volatile.,... — 48,9 =" 614 
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Nous voyons qu’a la cave la disparition des acides volatils 
est plus élevée qu’a l’étuye; c’est linverse pour les acides fixes 
(acide succinique). 

En est-il encore ainsi lorsque la dose des acides volatils a 
été portée & un taux plus élevé par laddition d’acide acétique? 


Etuve. Cave. 
Acidité totale a la fin de la 4:e fermentation... 8,073 8,073 
Variation aprés 9 semaines soe. a. os ee — 1,229 — 0,679 
Acidité fixe a la fin de la 1:¢ fermentation... ~. 6,061 6,070 
Variation apres 9) Semainess soi. a. ee eee 0,694 0,384 
Acidité volatile 4 la fin de Ja 47° fermentation... 2,012 2,022 
Varration® apres Ors emaimes.cr cscs. rrrs cites tee — 0,588 — 0,305 
Variation centésimale de Vacidite fixe......... — 11,4 — 6,3 
Variation centésimale de l’acidité volatile..... — 2657 — 15,0 


Nous voyons d’abord que la disparition des acides fixes est 
moins rapide, ce que nous savions déja; de plus qu il existe, 
entre les nombres fournissant la variation centésimale pour les 
ballons de l’étuve et ceux de la cave, sensiblement le méme 
rapport que dans l’expérience précédente; la diminution des 
acides volatils se fait également moins vite dans les deux ballons; 
elle est un peu plus forte dans les ballons placés a l’étuve, mais 
ceci peut s’expliquer par l’éthérification qui certes est plus forte 
alétuve qu’a la cave. 

2e Eapéerience. — Ensemencons la levure de vin 4 dans l'eau de tourail- 
Jons a 50/0 de saccharose et additionnée de 50/00 d’acide malique; la moitié 


des ballons est maintenue a 25°, l’autre moitié a 350, l’acidité totale et fixe 
sont exprimées en acide succinique. 


; a 250 a 350 
Acidité totale ala fin de la fermentation....... 5,04 4,71 
Variatl On apres: 20g|OUNSe -wiaccletan 7. 'ote-l events ere — 0,65 — 0,39 

— SL MOUUIM has sobaoous soo wou ct oe — 0,84 — 0,98 
Acidité fixe a la fin de la fermentalion......... 4,87 4,55 
Vaniation apres 205 Ours src tn ees — 0,63 — 0,38 
— SO|OULS! chase egies scale tone ts — 0,74 — 0,92 
Acidité volatile @ la fin de la fermentation..... 0,16 0,14 
Variatlonsapres' 200 OUrsin- ee seat ee eee — 0,02 — 0,04 
a SDOMOUIES cencet steers ate eet — 0,12 — 0,05 
Diminution centésimale finale de l’acidité fixe... 14,4 20,3 
Diminution centésimale finale de Vacidité volatile 78 33,8 


L’étude de Vinfluence de la température, dans les limites ou 
lalevure ne souffre pas, montre que la diminution des acides fixes 
libres est d’autant plus forte que la température est plus élevée; 
quant aux acides volatils, leur disparition passe par un maximum, 
la diminution est, en effet, moindre & 10° et a 35° qu’a 25°. 

Mais, comme nous l’avons déja dit, la température interyient 
surtout dans le phénoméne de l’éthérification, et c’est par I’étude 
de cette influence que nous allons terminer ce travail. 


ae ae eee Yee or , po eens CE AT Me 3 ee 74 om sa 
= 
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H. Influence de Véthérification. — Les expériences que nous 


avons passé en revue nous ont montré que l’acidité des liquides 
alcooliques laissés en présence de levures diminue plus ou 
moins rapidement, selon les conditions de l’expérience et selon 
la levure employée. 

La proportion des acides volatils détruits ou disparus comme 
acides est beaucoup plus grande que celle des acides fixes, ce 
qui peut s’expliquer en un certain sens parce que ces acides 
volatils sont en quantités plus faibles; mais si l’on considére les 
quantités absolues, le poids d’acides fixes disparus dépasse celui 
des acides volatils. 

On peut se demander jusqu’a quel point |’éthérification 
intervient dans le phénomeéne de la disparition des acides; 
c’est ce que j'ai essayé de voir en dosant les éthers formés dans 
quelques-unes de mes expériences. En faisant la somme des 
acides fixes et des éthers fixes, lasomme des acides volatils et des 
éthers volatils aux différents moments d’une expérience, on avait 
une idée approximative de la marche du phénoméne; je dis 
approximative. car d’une part nous ayons vu qu il pouvait y avoir 
augmentation d’acide fixe par suite de la formation d’acide suc- 
cinique: de plus, dans le procés nutritif de la levure, il peut y_ 
avoir transformation de l’acide fixe en acide volatil, et on se ay 
trouve ainsi en présence d’une superposition d’effets trés diffi- 
ciles a déméler @’une facon précise. 

Les figures 3, 4, 5, 6 nous montrent les variations trouvées 
dans différentes expériences. Complétons-les par quelques 
chiffres, ils nous diront que ces sommes calculées pour la fin de 
Vexpérience, comparées a celles du début, sont en général infé- 
rieures, ce qui veut dire qu'il y a diminution réelle de lacidité, : 


PREMIERE EXPERIENCE — EAU DE LEVURE ADDITIONNEE D’ ACIDE SUCCINIQUE 


Apres Oe 

Début. 3 mois. % 
INCIMesetixessCalGUlOS see ie eis ano eter ances ei we iecani enol 6,486 4,678 
INCICESE MES rOUVeSs. a lr CtheImemrm. eae cet. cee: 5,788 - 4,398 
CUES avo Lait Steegeesicate eee eis PIN CC Res i ote 0,383 0,448 
[ERMAN CIASH SUM ORE 5 ord 5 dea” ore ees cuneate bees er rune Be acne cn are bas ates alee 
EET SvOatll Semper ete tae ieee ten dei os aaieras sce sate Sustpusete 0,006 0,202 
Somme des acides fixes calculés et des éthers fixes. 7,799 5,882 
Somme des acides fixes trouvés et des éthers fixes., 7,054 5,598 


Somme des acides yolatils et des éthers volatils ..... 0,389 0,320 


i. Sav ee Ge ree oe 4 


630 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR. 


DEUXIEME EXPERIENCE — EAU DE LEVURE ADDITIONNEE D ACIDE SUCCINIQUE 
ET DE PEPTONE 


Aprés 

Début. 3 mois. 

Acidessfimess Cal Cul@sttnpcss:. coalesce aieee sunset See te tacens 5,688 4,501 
Acides {fixes OUVES DAlelCUNC Iya yet rere kanen meses Soo 0 eto ole 
Acides -vOlatilSe. \ «neon tarin eei aed ae eae IRS 0,202 0,069 
Ethers: fixes. cccoycteras ecto ee totieloeas Cerise eis aerete re eects - 0,545 1,353 
Bihers Volatils:aeacwccec ste stereo emer enemies 03044 0,479 
Somme des acides fixes calculés et des éthers fixes. 6,203 5,854 
Somme des acides fixes trouvés et des éthers fixes... 5,865 4,968 
Somme des acides volatils et des éthers volatils.... 0,213 0,218 


Les diminutions d’acidité trouvées par MM. Kulisch, Wort- 
mann dans des bouteilles de vin doivent donc étre attribuées 
pour une bonne part a l’éthérification. 

On le prouve par lexpérience suivante : Faisons fermenter 
en matras Pasteur 20 c. c. de jus de raisins avec diverses levures ; 
prélevons a l’aide de pipettes flambées le liquide fermenté et 
versons la levure dans du vinrendu stérile par la filtration a la 
bougie Chamberland : conseryons alors ce vin dans des bou- 
teilles préalablement stérilisées, entitrement remplies et bien 
bouchées qu’on abandonne ensuite a la cave : différents essais 
m’ont montré que dans ce cas la diminution de Jacidité est 
insensible. 

Un vin ayant une acidité totale de 138,90 en acide tartrique 
et une acidité volatile de 0.214 a fourni les résultats suivants 
aprés 1 4/2 an de cave 


Acidité Acidité Iethers iethers 
totale. volatile. fixes, volatils. 
Vin témoin non filtré........ 9,862 0,379 2.140 0,403 
Témoin filtré au Chamberland. 43,80 0,205 — 0,300 
Ensemencé avec ley. 7couché. * 43,59 0,245 2,198 0.337 
— — 8 — 43,22 0,222 2,067 0,333 

des — 85 bouché : 
AUACOLON ae Rte eee ee 41,89 0,186 2.394 0,365 


L’acidité du témoin seule a varié, sans qu'il y ait des diffé- 
rences dans les éthers des divers vins; aucune des levures ense- 
mencées n’a agi d'une facon efficace, peut-étre parce que le 
milieu ne leur convenait guére, mais toutes étaient restées bien 
vivantes. 

En serait-il de méme dans des récipients ot l’air pourrait 
pénétrer plus facilement? Peut-étre pourrait-on obtenir quelques 
résultats en ensemengant du modt de raisins acides, stérilisé 
préalablement, avec des levures sélectionnées, qui se seraient 
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ainsi habituées au début au milieu dans lequel on les prépare? 
Crest ce que seule l’expérience peut décider. 

En résumé nous pouvons dire que la levure peut intervenir 
dans la disparition des acides, soit en les brdlant directement, 
soit encore indirectement en influant sur le phénoméne de I’éthé- 
rification par l’alcool, la glycérine produits, ete. 

Cette étude montre en outre combien tout ce qui se rat- 
tache aux levures et a la fermentation alcoolique, simple en 
apparence, peut changer d’allure par suite de circonstances sou- 
vent insignifiantes, de facon a rendre fort difficile l’ explication 
des divers cas qui peuvent se présenter. 
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LE PROCEDE DEPURATION DES EAUX DEGOUT 


PAR LE 


PROCEDE DU SYNDICAT DES « RESERVOIRS SEPTIQUES » 
D’EXETER ET DE WESTMINSTER 


REVUE CRITIQUE 


Tous les efforts tentés en vue de perfeclionner les procédés d’épu- 
ration des eaux d’égout méritent d’attirer l’attention des hygiénistes. 
Les lecteurs de ces Annales connaissent le procédé de l’épandage tel 
quwil est pratiqué dans la plupart des villes qui l’ont adopté. (Ces 
Annales, 1890.) M. Duclaux les a également mis au courant des expé- 
riences de M. Hiram Mills & la station expérimentale de Lawrence, 
dans le Massachusetts, sur l’épuration par les filtres artificiels. (Ces 
Annales, 1892.) ; 

Le Syndicat des « Réservoirs septiques » d’Exeter a exposé au 
Palais du Génie civil, 4 Exposition universelle de 1900 a Paris, un 
appareil d’épuration qui dénote un effort vers une amélioration sur le 
procédé des filtres artificiels. 

Les villes qui ne disposent pas de terrains perméables susceptibles 
détre utilis¢s pour l’épandage pouvaient recourir au procédé de 
M. Hiram Mills. On sait que ce savant a montré que c’est le sable 
grossier qui réunit le mieux les conditions d’une bonne épuration. Les 
vides qui restent entre les éléments du sable doivent étre suffisam- 
ment grands pour empécher l’eau de se maintenir dans la masse par 
la force de la capillarité. On a observé en effet que les phénoménes 
@oxydation s’atténuent ou s’arrétent complétement au sein des 
liquides chargés de matiéres organiques. Un filtre d’épuration ne doit 
pas seulement étre perméable a l’eau; il faut qu’il le soit aussi a l’air 
libre, dans les intervalles du fonctionnement qui, toujours en vue 
d’une combustion active, doit étre intermittent. 

Un filtre ainsi constitué est capable, pour une profondeur de 
2 métres, d’épurer d'une fagon trés satisfaisante une épaisseur d’eau 
Wégout de 135 millimétres en 24 heures, ce qui correspond a un 
volume de 1,350 métres cubes h l’hectare. 


a 
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On congoit cependant qu’il ne faudrait pas déverser, sur un pareil 
filtre, les eaux telles qu’elles sortent des égouts, avec la paille, le 
papier et autres matiéres grossiéres qu’elles entratnent. Les vides se 
combleraient en quelques jours par colmatage, et la circulation de lair 
y serait rendue impossible. Il faut débarrasser les eaux d’égout de 
tous les détritus un peu volumineux qu’elles charrient; de 1a un excés 
de travail et d’entretien permanents. 

Le procédé d’Exeter tend a supprimer cet inconvénient. Les matiéres 
organiques solides, composées pour la plus grande partie de cellulose, 
peuvent en effet étre gazéifiées par des procés biologiques; et c’est le 
dispositif adopté en vue de réaliser cette partie trés importante de 
P’épuration qui constitue au point de vue théorique l'innovation de 
cet appareil. 

Les eaux sont recues dans une petite chambre, dite chambre a 
gravier, dont le but est d’amortir le courant afin de permettre au sable 
dese déposer. De laelles passent, par une ouverture pratiquée au-dessous 
du niveau del’eau, dans un grand réservoir clos en briques cimentées, 
appelé « Réservoir septique ». Le volume de oe réservoir est suffisant 
pour recevoir toutes les eaux déversées par les égouts en 24 heures; 
celles-ci y séjournent donc 24 heures, et pendant ce temps elles lais- 
sent déposer toutes les matiéres qu’elles tiennent en suspension. Le 
réservoir doit étre développé surtout suivant la longueur, de cette 
facon il s’y établit un courant insensible qui fait que l’eau affluente se 
présente au bout de 24 heures a lorifice de sortie. En ce point, elle est 
opalescente, légérement teintée de brun, mais presque entiérement 
dépourvue des matiéres solides en suspension. 

Une conduite, dont l’ouverture est placée au-dessous du niveau des 
eaux, les conduit alors dans un filtre ouvert 4 lair libre, congu d’apres 
les notions fournies par M. Hiram Mills. Ce filtre & une profondeur 
de 1™,60; il est rempli de machefer cassé qui remplace le sable 
grossier. La surface filtrante est divisé en cing parties d’égale surface 
formant autant de filtres indépendants; quatre fonctionnent pendant 
que le cinquiéme se repose; la période de travail est donc quatre fois 
plus longue que la période de repos, laquelle revient pour chacun des 
filtres 4 tour de role. 

Ces bassins filtrants se remplissent ou se vident par un systéme de 
vannes commandées par la hauteur d’eau qu’ils retiennent. Le fonc- 
tionnement est donc automatique; chaque filtre met 6 heures pour se 
remplir; le remplissage se fait par déversement en nappe mince par- 
dessus les bords d’une rigole placée 4 la surface du filtre. Grace & ce 
dispositif, eau qui sort privée d’oxygéne du réservoir clos s’aére 
rapidement par un large contact avec l’atmosphére, augmenté encore 
par l’état de division provoqué par le déversement a travers la couche 
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de mAchefer. Quand le filtre est plein, le jeu des vannes supprime la 
communication avec le réservoir clos en méme temps qu'il le rétablit 
avec un deuxiéme filtre; le premier reste plein pendant 6 heures et se 
vide rapidement. Chaque filtre fonctionne donc environ 12 heures 
et demie sur 24, savoir : 6 heures de remplissage, 6 heures de plein, 
et une demi-heure de vidange; le reste du temps, il demeure vide. 

Les eaux épuisées peuvent étre déversées directement dans un 
cours d’eau ou utilisées par agriculture pour les irrigations. 

Pour suivre les progrés de l’épuration dans les deux parties de 
Vappareil (réservoir clos et bassins fillrants), j’emprunterai les ren- 
seignements chimiques au rapport de M. Rideal sur Jinstallation 
d’Exeter, destinée a traiter les eaux d’égout d’un quartier de la yille 
peuplé de 2.000 habitants. Je mettrai également & contribution le 
rapport de M. G. Sims Woodhead, qui s’est occupé de la partie bacté- 
riologique de la question. 

Le réservoir clos ne se borne pasa provoquer ia sédimentation des 
matiéres organiques en suspension dans les eaux; il est le siége d'un 
travail biologique trés actif, accompli par les espéces microbiennes 
qui le peuplent; ja vie aérobie et la vie anaérobie y sont possibles; 
mais il est évident que c’est celle-ci qui prédomine; la premiére n'est 
possible qu’au débouché de Ja conduite d’arrivée; elle est alimentée 
par l’oxygéne dissous dans les eaux a l’entrée; ce sont donc les fer- 
ments anaérobies qui sont les agents de dégradation de la matiére 
organique dans le réservoir clos. 

L’analyse chimique permet de mettre en évidence les modifications 
apportées dans la composition des eaux pendant 24 heures environ 
de stationnement dans le réservoir. Voici les chiffres obtenus par 
M. Rideal avec des échantillons pris a l’entrée et 4 la sortie; ceux-ci 
étant prélevés 24 heures aprés les premiers de fagon 4 opérer autant 
que possible sur la méme eau. Les chiffres sont calculés pour 
100,000 parties d’eau. 


Azote Azote 
Oxy- Am. Am.albu- des Azote orga- 
Extrait. dabilité. libre. minoide. Nitrites. Nitrates total. nique. 
Eaux d’égout a |’en- 
trée du réservoir.. 46,8 6,56 8,6 4,40 0 0 se 4,4 
Eaux d’égout a la sor- 
tie, prises 24 heures 
OQDLESien saree 48,6 4,32 4,9 0,64 Traces. 0,04 6,27° 2 


44 
Ily a donc plus d’extrait a la sortie qu’ V’entrée; cela prouve que 
les diastases microbiennes ont dissous une certaine quantité de 


matiéres solides. D’une maniére générale, on voit que la matiére 
organique se dégrade peu a peu dans le réservoir et prend une forme 
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plus simple; la preuve en est donnée par l’augmentation de l’ammo- 
niaque, la diminution de la matiére albuminoide et par l’oxydabilité 
moins grande de l’eau. 

Ce travail accompli, l’épuration n’en sera que plus rapide et plus 
complete dans le filtre. Mais ce n’est 1a qu’un des cétés et assurément 
le moins intéressant du rdle du réservoir clos. Si son action se bornait 
& ces modifications, l'appareil d’Exeter ne constituerait pas une amé- 
lioration sensible sur le filtre de M. Hiram Mills, car les dégradations 
mises en évidence par les chiffres précédents s’accompliraient aussi 
bien, et peut-étre plus aisément dans des couches filtrantes active- 
ment aérées, 

Ce qui nous intéresse surtout, c’est le sort réservé au dépodt de 
matiéres cellulosiques qui se forme au fond du réservoir. 

Si ces substances sont soumises a une fermentation microbienne, 
on doit pouvoir retrouver les produits de dislocation, soit & létat 
gazeux dans l’atmosphére du réservoir, soit a l’état dissous dans les 
eaux. De ces derniers, on ne nous parle pas. M. Rideal nous signale, 
parmi les premiers, l’acide carbonique, le forméne ou méthane, et 
Vhydrogéne. Les prises de gaz effectuées un peu au-dessous du niveau 
du liquide et dans la conduite qui part du réservoir ont fourni des 
mélanges de Ja composition suivante : 


Neide-carboniguerc: cans tasks = 0,6 0,3 
IMC Ea CR arn cite eweew hy aie es 24,4. 20,3 
ISIN AO ROWER ING lor Se, ceecerosn Absa teC eG 36,4 18,2 
AZOtes pare GiitenenC em wt sas 36,8 61,2 

100,0 100,0 


Remarquons que la teneur du mélange en acide carbonique est 
relativement trés faible; par contre il est riche en hydrogeéne et en 
forméne ; les gaz mis en liberté dans le réservoir septique sont donc 
inflammables et susceptibles d’étre brilés a la sortie de l'appareil, de 
sorte que les fermentations anaérobies qui se produisent dans le 
réservoir clos ne peuvent pas répandre au dehors d’odeurs désa- 
gréables. 

Les chiffres précédents méritent une interprétation plus détaillée, 
mais auparavant il est bon de rappeler ce que l’on sait de précis sur 
les fermentations des matiéres cellulosiques. C’est une question sur 
laquelle la littérature est pauvre de détails. Les recherches les plus 
fructueuses ont été faites par M. Gayon en 1882 et 83. (C. R., t. 98, 
p- 528, et Soc. nat. W@agric., 27 juin 1883). M. Gayon a étudié la fer- 
mentation forménique du fumier; il remplissait des bonbonnes avec 
du fumier et de l’eau et au bout de quelques jours il observait un 
abondant dégagement de gaz inflammable qu'il faisait briler pendant 
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toute la durée de l’expérience a Vorifice d’un tube effilé. Ce gaz com- 
bustible était constitué par du forméne; V’hydrogéne était absent. 
M.\iayon a pu obtenir, avec 1 métre cube de fumier et d'eau, 100 litres 
de forméne par 24 heures i Ja température de 35°. C’est une fermenta- 
tion active comme on le voit. Elle est produite par un bacille fin, qui 
peut étre isolé et cultivé a l’état de pureté dans un liquide nutritif ren- 
fermant de la paille ou du papier; il décompose, en culture pure, la 
cellulose du papier avec dégagement de forméne et d’acide carbonique. 

Vers la méme époque M. Dehérain‘ constatait que les gaz du 
fumier sont constitués presque exclusivement par du forméne, dans 


certaines parties seulement du tas en fermentation; mais il n’a pas 


trouvé @hydrogéne; M. Reiset avait d’ailleurs déja signalé le formene 
dans les fumiers en fermentation.- 

M. Hoppe-Seyler? obtint aussi du forméne impur en faisant 
fermenter du papier de Suéde dans un liquide nutritif avec des microbes 
pris dans la vase du cours d’eau. 

Cependant, tout récemment M. Omeliansky * a mis en évidence une 
‘fermentation de la cellulose du papier qui ne donne que de l’hydro- 
gene et de l’acide carbonique, mais cette fermentation est trés lente, 
de méme que celle qui a été observée par M. Hoppe-Seyler; elles 
durent des mois et méme des années avec quelques grammes seule- 
ment de cellulose. 

A cété de ces ferments de lacellulose vraie, c’est-a-dire de celle qui 
forme les fibres du lin ou le papier de Suéde, il faut signaler toute 
une classe de microbes, les ferments butyriques, capables de décom- 
poser les hydrates de carbone qui se rapprochent de la cellulose vraie 
par leur composition et par leur dissémination de la nature; ils se 
développent également 4 l’abri de lair, en produisant de lhydrogéne, 
de acide carbonique, des acides volatils et des alcools primaires ‘*. 

De ce court apergu on peut tirer les conclusions suivantes : 

Une fermentation forménique pure ne donne pas naissance au 
gaz hydrogéne; si donc on constate la présence de ce dernier, on doit 
en déduire qu’on a affaire 4 une fermentation du genre de celle quia 
été signalée par M. Omeliansky, ou bien a une ou plusieurs fermenta- 
tions butyriques. 

La présence de V’hydrogéne nous autorise en outre & affirmer gwil 
y a une production abondante d’acides volatils, tels que les acides for- 
mique, acétique, butyrique, qui restent dans le liquide et qui ont par 


Nl Ose Coretta By, Gly ts 

2. Zeit. fiir phys- Chemie X, 1886. q 

3. Arch. des Sciences biol. de St-Pétersb., t. VU, p. 444. 
4. Van Tieghem, Bulletin de la Soc. Bot. de Fr., 1817 et 79. 
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conséquent une grande influence sur la réaction du milieu et la nature 
des fermentations qui s’y produisent. 

Enfin, une troisiéme remarque ; M. Omeliansky, qui a essayé de 
reproduire la fermentation observée par M. Hoppe-Seyler, n’y est pas 
parvenu; il a obtenu celle que je viens de rappeler, cela veut dire que 
tous ces microbes capables de détruire la cellulose sont trés sensibles 
a des influences qui nous échappent, de sorte qu’il est jusqu’ici impos- 
sible de reproduire & volonté telle ou telle fermentation de la cellulose. 

Si. maintenant on examine 2 la lumiére de ces résultats les chiffres 
fournis par M. Rideal, on peut dire que le réservoir clos est le siége 
de plusieurs modes de fermentation des matiéres hydrocarbonées 
insolubles, et en particulier de la cellulose ; puisqu’il y a production 
d’hydrogéne, il y a aussi formation de quantités relativement grandes 
d’acides volatils (dans les expériences de M. Omeliansky ils représen- 
taient 70 0/0 de la cellulose détruite). La réaction du milieu varie 
donc d’un point a un autre dans le réservoir, ce qui veut dire que les 
conditions faites aux microbes sont trés instables, et ce ne sont pas 
celles qui y sont réalisées qui favorisent la fermentation forménique, 
puisque, suivant l’observation de M. Schloesing", celle-ci prend dans 
ces conditions le pas sur les autres. 

La réaction variera aussi avec la nature des eaux; elle ne sera pas 
la méme avec une eau fortement calcaire par exemple et une eau qui 
provient de terrains primitifs complétement dépourvue de chaux; 
c’est encore un point & considérer, 

On se demande donc dans quelle mesure le réservoir clos accomplit 
cette partie si importante de l’épuration des eaux d’égout; on voit parce 
qui précéde qu’ilest impossible dese prononcer, d’aprés les chiffres que 
nous fournit le rapport de M. Rideal. Il faut une étude bactériologique 
détaillée de tous les ferments de la cellulose qui peuvent se rencontrer 
dans le réservoir, ou bien des chiffres qui nous donnent la quantité 
de cellulose détruite dans un temps donné et la quantité regue par le 
réservoir dans le méme temps. 

La seule allusion a ce dernier point se trouve dans la remarque 
suivante de M. G. Sims Woodhead: « Nous savions que les couches 
de boue du fond du réservoir paraissent s’accroitre trés peu en épais- 
seur, el nos propres expériences confirment ce fait, car l’augmentation 
du dépdt aprés plusieurs mois de fonctionnement était effectivement 
trés faible. » 

Pour permettre au lecteur de se former une opinion, il faut des 
nombres et non des évaluations approximatives : la question d’ailleurs 
présente assez d’intérét pour étre résolue méthodiquement. 

La seconde partie de l’appareil doit accomplir un travail plus facile 

4. C. R., 1889, t. 109, p. 833. 
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& concevoir; en un mot, elle doit transformer tout l’azote organique 
et ammoniacal en nitrates. Tout y est d’ailleurs ménagé, comme je l’ai 
dit, pour activer au maximum les phénoménes de combustion que les 
microbes sont capables de produire. On sait que les milieux alcalins 
sont particuliérement favorables & ce genre de fermentations, et cette 
remarque nous conduit encore a faire observer que les eaux sortant 
du réservoir clos ne doivent pas toujours remplir cette condition; si 
par exemple elles sont acides, le machefer ne leur cédera pas assez de 
composés basiques pour neutraliser leur acidite, et alors les phéno- 
ménes d’oxydation se feront moins bien et moins vite; en particulier 
Ja transformation de l'ammoniaque en nitrate sera plus difficile, parce 
que cette transformation sera accompagnée d’une augmentation rapide 
du taux d’acidité. On doit donc retrouver dans les eaux filtrées plus 
d’azote ammoniacal que d’azote nitrique. 

Dans les filtres ordinaires, dans les sols siliceux utilisés pour 
Yépandage, la réaction de la matiére filtrante n’a pas d’importance, 
parce que les eaux d’égout, en général ammoniacales, ne deviennent 
acides que lorsque l’épuration est terminée; et alors les eaux entrai- 
nent avec elles les substances qui pourraient géner le travail ultérieur 
des filtres; dans le procédé d’Exeter cet inconvénient se fait sentir dés 
Je début de la combustion dans les filtres, 4 cause du long séjour que 
les eaux font dans le réservoir clos. 

Le tableau suivant emprunté a M. Rideal résume la marche de 
l’épuration dans tout Vappareil; les analyses portent sur deux séries 
d@échantillons pris a lentrée et a Ja sortie du réservoir clos, et & la 
sortie des filtres, afin de bien montrer le réle de chacune des deux par- 
ties de l’installation : 


Azote Azote 
Oxy- Am, Am. albu- des Azote orga- 
dre série. Extraits. dabilité. libre. minoide. Nitrites. nitrates. total. nique. 
Eaux @égout a Ven- 
trée du réservoir.. 46,8 6,56 3,6 4,40 0 0 7,4 4h 
Ala sortie du réser- 
VOIR. ae Sem she ees 4856 4,32 - 4,9 -0,64 -Traces. 0,044 6,24 9.2 
Aprés la filtration... 42,4 0,78 .2,48 0,45 Traces.’ 0,30 -4,5 2,2 
2c série. 
Eaux a Ventrée du ré- 
SOP VOUS isc, tatters 55, 3,61. 8,05 4,03-Traces. 0,02 12,82 5,8 
A la sortie du réser- 
VOI wh cnet 59,0 2,738 41,2 2,66 Traces. 0,022 44,92 5,7 
Apres la filtration.... 49,9 4,138 6,05 0,87 Sensible. 41,06 10,46 4,4 


Ces chiffres montrent que les eaux renferment encore une trop 
forte proportion d’azote organique et d’azote ammoniacal; elles sont 
en somme relativement pauvres en nitrates; il y a beaucoup plus 
d’azote a état d’ammoniaque qu’a l'état de nitrates; c’est le contraire 
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que l’on devrait observer; ces résultats confirment donc ce que j’ai dit 
sur le role de l’acidité développée dans le réservoir septique; mais il 
ne faudrait pas cependant les attribuer exclusivement a cette cause; 
ils sont dus peut-étre aussi, en partie du moins, au mode de fonction- 
nement imposé aux filtres. Il est & peu prés certain que les phéno- 
ménes d’oxydation sont complétement arrétés dans la masse du filtre 
durant les six heures pendant lesquelles il reste plein. L’oxygéne 
dissous pénétre & peine sur une profondeur de quelques centimétres 
dans un milieu aussi peuplé de bactéries aérobies, de sorte que les fer- 
mentations anaérobies réapparaissent rapidement au sein de l’eau. 

L’oxydabilité a baissé beaucoup pendant la filtration; cela prouve 
que la matiére organique qui reste absorbe peu d’oxygéne; l’ammo- 
niaque restante peut en outre étre déversée, sans inconvénient, dans 
un cours d’eau parce qu’elle se transforme rapidement en nitrate; 
mais la conclusion qui se dégage de ces chiffres est que l’épuration 
n’est pas assez avancée au moment ot les eaux quittent le filtre. 

L’étude chimique que je viens de résumer a été complétée par une 
étude biologique des ferments qui peuplent le réservoir clos et les fil- 
tres. Des recherches bactériologiques bien dirigées pourraient nous 
renseigner sur la nature des fermentations qui se produisent dans le 
réservoir clos; ces fermentations ne sont pas encore trés bien connues, 
comme j’ai eu déja l’occasion de le faire observer. 

M. Sims Woodhead n’a pas abordé la question sous ce point de 
vue. Il s'est attaché a faire des numérations de microbes, a caractéri- 
ser les espéces prédominantes qu’il a pu isoler et a les étudier dans 
leurs rapports avec la dégradation des matiéres azotées, en prenant 
comme terme de comparaison la liquéfaction de la gélatine. 

La plupart des espéces microbiennes obtenues par des isolements 
faits sur plaques de gélatine possédent, d’aprés M. Woodhead, la pro- 
priété de nitrifier l’azote ammoniacal dans l’eau recueillie 4 la sortie 
du réservoir clos et stérilisée par filtration 4 travers une bougie Cham- 
berland. Il y a la, évidemment, une faute de manipulation, ou une 
erreur d’observation manifeste. Les ferments nitrifiants sont aujour- 
d@hui parfaitement connus par les travaux de Winogradsky }; il est 
absolument impossible de les isoler par le procédé employé par 
M. Woodhead; on sait également, d’aprés les recherches de M. Ome- 
liansky ?, que l’azote ammoniacal, & l’exclusion des amines et des 
amides, est seul susceptible d’étre oxydé par les fermenis nitrifiants. 

L’auteur a tiré un meilleur parti des numérations qu'il a faites. On 
sait en effet que M. Hiram Mills a mis en évidence ce fait que plus les 
microbes nitrifiants prennent possession du milieu, plus grande est la 


1. Ces Annales, 1890 et 1893. 
2. Archives des sciences biol., t. VII, p. 273. 
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pureté de l’eau au point de vue du nombre de microbes banaux qu'elle 
renferme. En d’autres termes, le nombre de microbes cultivables, pré- 
sents dans les eaux d’égout, diminue rapidement avec les progrés de la 
gazéification et de la minéralisation de la matiére organique. Ce fait 
n’est pas spécial aux filtres artificiels; on ’a également vérifié dans 
l’épuration naturelle par le sol et par les fleuves. Ainsi, par exemple, 
Veau de la Seine renfermait, en 1895, 78,000 bactéries par c. c. & son 
entrée dans Paris, 159,000 au centre de Ja ville, 2,813,000 aprés le 
débouché du collecteur de Clichy, puis 4 Meulan ot l’épuration est 
déja complete 275,000, et, enfin, 272,000, un peu plus en aval, a 
Mantes}. 

Les chiffres obtenus par M. Woodhead n’accusent pas cette décrois- 
sance. Les eaux d’égout renferment de 3 4 5 millions de bacteries par 
c.c. a leur entrée dans le réservoir septique, 1 million a leur sortie du 
réservoir, et de nouveau 3 45 millions a la fin de la filtration, en ne 
tenant compte que des espéces aérobies. La conclusion qui découle de 
ces chiffres est identique a celle qui a été fournie par lanalyse chi- 
mique : ils témoignent d'une maniére irrévocable que. l’épuration n’est 
pas compléte au moment ow l'on évacue les eaux des filtres. 

Une eau aussi riche en microbes doit étre plus ou moins opales- 
cente; c’est justement la remarque que fait M. Rideal sur la plupart 
des échantillons qu’il.a observés. Ces échantillons étaient incolores et 
sans odeur, mais présentaient souvent une légére opalescence qui a 
disparu au bout de quelques jours sans donner de dépét visible. 

Ce louche était da trés probablement aux bactéries en suspension ; 
le liquide a repris la limpidité & la suite de la dissolution des corps 
microbiens sous l’influence des diastases qu ils avaient abandonnées & 
Peau. C’est un exemple d’autophagie assez commun dans le monde des 
microbes. 

Kn résumé, Pappareil d’épuration des eaux d’égott exposé au Palais 
du Génie civil semble reposer sur des principes théoriques qui sont en 
parfait accord ayec les notions que la science a conquises dans le 
domaine des transformations biologiques produites par les microbes. 
Malheureusement il y a loin de la théorie 4 l’application pratique. Ce 
procédé réclame encore une étude minutieuse dont j’ai signalé quel- 
ques points en passant; les résultats qu'il fournit dans les conditions 
actuelles de son fonctionnement laissent encore place & des améliora- 
tions. s 

4. Ductaux. Traité de chimie biol., t. I., Paris 1898. Masson. 
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